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41 Einleitung
1.1 DIE LEBERFIBROSE
1.1.1 Übersicht
Die Ausbildung einer Leberfibrose stellt eine wichtige Reaktion auf chronische Schädigungen
der Leber dar. Ätiologisch können alkoholtoxische, virale (Hepatitis-B, Hepatitis-C), meta-
bolische (Hämochromatose, M. Wilson), autoimmune (Autoimmunhepatitis) oder biliäre
(Primär Sklerosierende Cholangitis) Ursachen in Betracht kommen. Akute, einmalige
Schädigungen führen meist zu einer vollständigen Regeneration.
Gewöhnlich ist in der gesunden Leber nur wenig Bindegewebe vorhanden. Es befindet sich
im Portalfeld und als Stützgerüst entlang der Sinusoide und beinhaltet Proteine (Kollagen,
Elastin), Glykokonjugate (strukturelle Glykoproteine, Proteoglykane) und Glykosamino-
glykane [1].
Bei chronisch entzündlichen Lebererkrankungen kann es durch Stimulation spezialisierter
Zellen zu einer gesteigerten Ablagerung von extrazellulärer Matrix mit der Folge eines binde-
gewebigen Umbaus der histologischen Leberarchitektur kommen [2; 3]. Neue Proteine
werden dabei nicht gebildet, doch zeigt sich neben der geänderten topographischen Verteilung
eine Änderung ihrer Zusammensetzung. Kollagene, Hyaluronan, Chondroitinsulfat und
Dermatansulfat nehmen bei relativer Verminderung von Heparansulfat zu. Kollagene können
mit einem drei- bis sechsfachen Anstieg in der fibrotischen Leber vorliegen. Ihr Feucht-
gewicht liegt normalerweise bei 7 mg/g [4; 5].
Neben einer vermehrten Bildung von extrazellulärer Matrix ist auch ein verminderter Abbau
für eine fibrotische Umwandlung verantwortlich. Für die proteolytische Spaltung und den
Abbau extrazellulärer Matrix sind hauptsächlich Metalloproteinasen (Stromelysine, Gelati-
nasen, Kollagenasen) verantwortlich. Sie werden als inaktives Proenzym sezerniert und im
Extrazellulärraum aktiviert. Ihre Wirkung lässt sich durch Inhibitoren der Aktivierung und der
aktivierten Form (TIMP = Tissue Inhibitor of Metalloproteinases; PAI-1 = Plasminogen
Activator Inhibitor Type-1) modulieren. So kann es bei einer verminderten Bildung der
5Metalloproteinasen und bei einer stärkeren Expression der Inhibitoren zu einem verringerten
Abbau der extrazelluläreren Matrix kommen [6-8].
Von klinischer Bedeutung sind Veränderungen im Bereich der Sinusoide (Spatium perisinu-
soideum DISSÉ). Bei einer Vermehrung der extrazellulären Matrix im perisinusoidalen Raum
kommt es zur Bildung einer inkompletten subendothelialen Basalmembran. Der Verlust der
endothelialen Fenestrierung führt zu einer Zunahme der Diffusionsstrecke zwischen dem
sinusoidalen Blutfluss und den Hepatozyten. Desweiteren wird die sinusoidale Blutbahn
verschmälert und führt durch eine Erhöhung des Flusswiderstandes zu einem Anstieg des
Portaldruckes. Als Konsequenz kann es zu einer Einschränkung der hepatischen Clearance-
funktion, einer Unterversorgung der Hepatozyten und einer Ausbildung von Kollateral-
kreisläufen kommen.
Dieser Prozess kann über eine Fibrose in eine Leberzirrhose münden. Hier kommt es
aufgrund der Bildung von Bindegewebssepten (portoportale, portozentrale Brückenbildung)
zu einer massiven Zerstörung der vaskulären und lobulären Leberarchitektur. Die Zirrhose
stellt eine Präkanzerose für die Entwicklung eines Leberzellkarzinoms dar [1].
1.1.2 Zellbiologischer Pathomechansimus
Bei der Fibrogenese spielen die Hepatic Stellate Cells (HSC; synonym Retinoid-Speicher-
Zelle, Ito-Zelle, perisinusoidaler Lipozyt) eine zentrale Rolle. Untersuchungen an Leberzell-
kulturen und Modellen der Fibrose zeigen, dass sie in ihrem aktivierten Zustand den
Hauptproduzenten der extrazellulären Matrix darstellen. Ihre Aktivierung entspricht einer
Transformation zu Myofibroblasten (MFB) in nekroinflammatorischen Bereichen der
geschädigten Leber. Wenn auch in geringerem Maße, sind neben den HSC auch Fibroblasten,
glatte Muskelzellen und Endothelzellen an einer gesteigerten Matrix-Produktion beteiligt.
Hepatozyten sind nicht in die Synthese eingebunden [9-11].
HSC sind nichtparenchymatöse Leberzellen mit einem kompakten Zellkörper. Sie befinden
sich im Perisinusoidalraum und reichen mit zytoplasmatischen Ausläufern um die Sinusoide
herum [12]. Werden sie aktiviert, können sie zu MFB transformieren und proliferieren.
Charakteristika dieser Zellen liegen in der fehlenden Speicherung von Vitamin A, der
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zu produzieren [13].
Die Entwicklung einer Leberfibrose lässt sich in drei Schritte unterteilen [2; 14].
Der anfängliche präinflammatorische Schritt beinhaltet eine Schädigung der Hepatozyten und
eine Stimulation der HSC Proliferation. Faktoren, die durch Membranschäden der
Parenchymzellen freigesetzt werden, wirken stimulierend auf die HSC Proliferation. Durch
die Verringerung von membranständigen Inhibitoren (Membran-Arginase) wird dieser
Prozess weiterhin unterstützt.
Zusätzlich können Lipidperoxide aus dem Ethanolstoffwechsel eine Expression von matrix-
produzierenden Genen induzieren.
Im inflammatorischen Schritt kommt es durch eine Anregung der HSC zur Proliferation und
Transformation zu MFB. Dies geschieht parakrin durch Zytokine (z.B. Transforming Growth
Factor-beta1 (TGF-beta1), Transforming Growth Factor-alpha (TGF-alpha), Platelet
Derived Growth Factor (PDGF)) aktivierter Kupffer-Zellen, Thrombozyten und einge-
wanderter Entzündungszellen (Monozyten, Makrophagen). Eine zusätzliche Schädigung der
Hepatozyten durch Freisetzung von Sauerstoffradikalen, Proteasen und Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-alpha) aus den Phagozyten, kann eine Weiterführung des präinflammatorischen
Schritts bewirken.
Im postinflammatorischen Schritt führt TGF-beta zu einer weiteren Differenzierung der MFB.
Durch die Bildung von TGF-beta, PDGF, Insulin-like-Growth-Factor (IGF-1) und
entsprechender Oberflächenrezeptoren sind sie zur autokrinen Stimulation fähig und können
den Prozess der Fibrogenese aufrechterhalten. Parakrin beeinflussen MFB noch nicht
transformierte HSC. So kann nach Beendigung der schädigenden Noxe eine Aktivierung
unterhalten werden [15].
Die HSC Proliferation kann auch durch Vitamin A, vasoaktive Substanzen (Endothelin,
Thrombin) und extrazelluläre Matrix-Moleküle beeinflusst werden. Eine Interaktion mit dem
umgebenden Bindegewebe wird dabei über bestimmte Matrix-Rezeptoren (Integrine)
vermittelt [2; 14].
Die durch Parenchymzellen freigesetzten Faktoren bewirken primär eine Transformation der
HSC zu MFB. Die anschließende Produktion extrazellulärer Matrix wird überwiegend durch
Zytokine der Makrophagen und aktivierter Kupffer-Zellen bedingt [16; 17].
71.1.3 Einfluss von Transforming Growth Factor-beta1
Der Wachstumsfaktor TGF-beta stellt ein wichtiges profibrogenes Zytokin dar. Er stimuliert
die Transformation von HSC zu MFB, die extrazelluläre Matrix-Produktion und die Apoptose
von Parenchymzellen. Er wird in einem inaktiven Komplex sezerniert und extrazellulär durch
Prozessierung von Proteasen aktiviert [17].
In den einzelnen Organen kann eine Überproduktion von TGF-beta die Ausbildung einer
Fibrose bewirken, da die Produktion und Ablagerung extrazellulärer Matrix gefördert [18-20],
die Synthese proteolytischer Enzyme gesenkt und die der Proteaseinhibitoren gesteigert wird
[21; 22].
Im Tierversuch führt intravenös zugeführtes TGF-beta zu einer Fibrosierung innerer Organe
(Leber, Niere, Herz, Pankreas, Magen) [23]. Die Tatsache, dass eine Hemmung der Rezeptor-
bindung eine Fibrosierung verhindern kann, unterstreicht diese Wirkung. Versuche an
Mäusen, bei denen eine gewebsspezifische Überproduktion von TGF-beta erzielt wurde,
zeigten eine Fibrosierung des jeweiligen Organs. Sowohl Niere als auch Leber waren von
Veränderungen betroffen [24; 25].
Durch immunhistochemische Behandlungen von Leberbiopsien fanden Nagy et al. heraus,
dass lokale Ansammlungen von TGF-beta1 vermehrt in fibrosierten Bereichen auftraten, nicht
aber in gesunden oder histologisch inaktiven, zirrhotischen Arealen [26].
Castilla et al. wiesen eine positive Korrelation zwischen der mRNA-Expression von
TGF-beta1 und der von Prokollagen-Typ I im Lebergewebe von Patienten mit Zirrhose nach.
Eine erhöhte fibrogene Aktivität (P-III-NP Serum-Konzentration > 11,9 µg/l) ging mit einer
2 bis 14-fach erhöhten TGF-beta1 Expression einher [27].
Im Tierversuch zeigte sich bei einer durch CCl4 induzierten Leberfibrose eine erhöhte
TGF-beta1 Genexpression der perisinusoidalen Zellen, wobei die Expression der erhöhten
Kollagensynthese voraus ging [28].
Die Produktion von Inhibitoren aktiver Metalloproteinasen und ihrer Aktivierung
(z.B. TIMP-1 = Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-1, alpha2-Makroglobulin, PAI-1 =
Plasminogen Activator Inhibitor Type-1) wird durch TGF-beta1 induziert. Dies führt zusam-
men mit einer veränderten Produktion der Metalloproteinasen zu einem Ungleichgewicht
zwischen dem Abbau und der Bildung von Matrix-Bestandteilen [6-8].
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TGF-beta1 wird in den MFB die Ausbildung von PDGF-beta Rezeptoren sowohl in vivo als
auch in vitro induziert. Bei ruhenden HSC ist der Rezeptor nicht nachweisbar [29; 30].
1.2 DER TRANSFORMING GROWTH FACTOR-BETA1 (TGF-BETA1)
1.2.1 Übersicht
Transforming Growth Factor-beta (TGF-beta) ist der Prototyp einer Familie strukturell ver-
wandter, multifunktioneller, auto- und parakriner Wachstumsfaktoren. TGF-beta wird durch
eine Vielzahl von Zellen synthetisiert und findet sich in vielen Geweben, um das Wachstum
und die Differenzierung zu regulieren [31-34].
Mittlerweile ist bekannt, dass dieser Wachstumsfaktor in viele physiologische und patho-
logische Prozesse eingebunden ist, beispielsweise in Wachstum, Entwicklung, Wundheilung,
Immunmodulation, Entzündung, Onkogenese, fibrosierende Erkrankungen und Arterio-
sklerose [35].
1978 wurde in Kulturüberständen von Maus-Sarkomzellen ein Faktor beschrieben, der ihr
Wachstumsverhalten veränderte. Er wurde Sarcoma Growth Factor (SGF) genannt. Nach
einer Aufreinigung der Zellen zeigte sich, dass nicht nur ein einzelner Faktor, sondern zwei
Moleküle das Wachstumsverhalten beeinflussten [36; 37]. Die Bezeichnung wurde zu
Transforming Growth Factor geändert und die beiden Moleküle mit alpha und beta
bezeichnet [38]. Die Struktur und die Wirkung von TGF-alpha und TGF-beta ist jeweils
unterschiedlich [39; 40].
Im Laufe der Zeit entdeckte man vielfältige Wirkungesweisen dieses Zytokins. Zunächst
wurde angenommen, TGF-beta stimuliere ausschließlich das Zellwachstum. Dahingegen
wurde Anfang der achtziger Jahre gezeigt, dass auch das Wachstum inhibiert werden kann,
wobei beide Effekte im gleichen Zelltyp möglich sind [41].
91.2.2 Genstruktur
Im Folgenden sind einzelne Abschnitte der DNA-Sequenz des TGF-beta1 Gens aufgeführt.
I. Menschliche DNA-Sequenz; Promotorregion [42].
II. Menschliche cDNA-Sequenz [43].
III. Menschliche DNA-Sequenz; Exon 4 bis Exon 5 [44].
I.
   1 ggatccttag caggggagta acatggattt ggaaagatca ctttggctgc tgtgtgggga
  61 tagataagac ggtgggagcc tagaaaggag gctgggttgg aaactctggg acagaaaccc
 121 agagaggaaa agactgggcc tggggtctcc agtgagtatc agggagtggg gaatcagcag
 181 gagtctggtc cccacccatc cctcctttcc cctctctctc ctttcctgca ggctggcccc
 241 ggctccattt ccaggtgtgg tcccaggaca gctttggccg ctgccagctt gcaggctatg
 301 gattttgcca tgtgcccagt agcccgggca cccaccagct ggcctgcccc acgtggcggc
 361 ccctgggcag ttggcgagaa cagttggcac gggctttcgt gggtggtggg ccgcagctgc
 421 tgcatgggga caccatctac agtggggccg accgctatcg cctgcacaca gctgctggtg
 481 gcaccgtgca cctggagatc ggcctgctgc tccgcaactt cgaccgctac ggcgtggagt
 541 gctgagggac tctgcctcca acgtcaccac catccacacc ccggacaccc agtgatgggg
 601 gaggatggca cagtggtcaa gagcacagac tctagagact gtcagagctg accccagcta
 661 aggcatggca ccgcttctgt cctttctagg acctcggggt ccctctgggc ccagtttccc
 721 tatctgtaaa ttggggacag taaatgtatg gggtcgcagg gtgttgagtg acaggaggct
 781 gcttagccac atgggaggtg ctcagtaaag gagagcaatt cttacaggtg tctgcctcct
 841 gacccttcca tccctcaggt gtcctgttgc cccctcctcc cactgacacc ctccggaggc
 901 ccccatgttg acagaccctc cttctcctac cttgtttccc agcctgactc tccttccgtt
 961 ctgggtcccc ctcctctggt cggctcccct gtgtctcatc ccccggatta agccttctcc
1021 gcctggtcct ctttctctgg tgacccacac cgcccgcaaa gccacagcgc atctggatca
1081 cccgctttgg tggcgcttgg ccgccaggag gcagcaccct gtttgcgggg cggagccggg
1141 gagcccgccc cctttccccc agggctgaag ggacccccct cggagcccgc ccacgcgaga
1201 tgaggacggt ggcccagccc ccccatgccc tccccctggg ggccgccccc gctcccgccc
1261 cgtgcgcttc ctgggtgggg ccgggggcgg cttcaaaacc ccctgccgac ccagccggtc
1321 cccgccgccg ccgcccttcg cgccctgggc catctccctc ccacctccct ccgcggagca
1381 gccagacagc gagggccccg gccgggggca ggggggacgc cccgtccggg gcaccccccc
1441 ggctctgagc cgcccgcggg gccggcctcg gcccggagcg gaggaaggag tcgccgagga
1501 gcagcctgag gccccagagt ctgagacgag ccgccgccgc ccccgccact gcggggagga
1561 gggggaggag gagcgggagg agggacgagc tggtcgggag aagaggaaaa aaacttttga
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1621 gacttttccg ttgccgctgg gagccggagg cgcggggacc tcttggcgcg acgctgcccc
1681 gcgaggaggc aggacttggg gaccccagac cgcctccctt tgccgccggg gacgcttgct
1741 ccctccctgc cccctacacg gcgtccctca ggcgccccca ttccggacca gccctcggga
1801 gtcgccgacc cggcctcccg caaagacttt tccccagacc tcgggcgcac cccctgcacg
1861 ccgccttcat ccccggcctg tctcctgagc ccccgcgcat cctagaccct ttctcctcca
1921 ggagacggat ctctctccga cctgccacag atcccctatt caagaccacc caccttctgg
1981 taccagatcg cgcccatcta ggttatttcc gtgggatact gagacacccc cggtccaagc
2041 ctcccctcca ccactgcgcc cttctccctg aggagcctca gctttccctc gaggccctcc
2101 taccttttgc cgggagaccc ccagcccctg caggggcggg gcctccccac cacaccagcc
2161 ctgttcgcgc tctcggcagt gccggggggc gccgcctccc ccatg
375 Polymorphismus -988C>A
563 Polymorphismus -800G>A
854 Polymorphismus -509C>T
1363 Transkriptionsstart
1363-2202 5´-Untranslatierte Region (5´-UTR)
2203-2205 Translationsstart; Codon Nr. 1
II.
   1 acctccctcc gcggagcagc cagacagcga gggccccggc cgggggcagg ggggacgccc
  61 cgtccggggc accccccccg gctctgagcc gcccgcgggg ccggcctcgg cccggagcgg
 121 aggaaggagt cgccgaggag cagcctgagg ccccagagtc tgagacgagc cgccgccgcc
 181 cccgccactg cggggaggag ggggaggagg agcgggagga gggacgagct ggtcgggaga
 241 agaggaaaaa aacttttgag acttttccgt tgccgctggg agccggaggc gcggggacct
 301 cttggcgcga cgctgccccg cgaggaggca ggacttgggg accccagacc gcctcccttt
 361 gccgccgggg acgcttgctc cctccctgcc ccctacacgg cgtccctcag gcgcccccat
 421 tccggaccag ccctcgggag tcgccgaccc ggcctcccgc aaagactttt ccccagacct
 481 cgggcgcacc ccctgcacgc cgccttcatc cccggcctgt ctcctgagcc cccgcgcatc
 541 ctagaccctt tctcctccag gagacggatc tctctccgac ctgccacaga tcccctattc
 601 aagaccaccc accttctggt accagatcgc gcccatctag gttatttccg tgggatactg
 661 agacaccccc ggtccaagcc tcccctccac cactgcgccc ttctccctga ggagcctcag
 721 ctttccctcg aggccctcct accttttgcc gggagacccc cagcccctgc aggggcgggg
 781 cctccccacc acaccagccc tgttcgcgct ctcggcagtg ccggggggcg ccgcctcccc
 841 catgccgccc tccgggctgc ggctgctgcc gctgctgcta ccgctgctgt ggctactggt
 901 gctgacgcct ggcccgccgg ccgcgggact atccacctgc aagactatcg acatggagct
 961 ggtgaagcgg aagcgcatcg aggccatccg cggccagatc ctgtccaagc tgcggctcgc
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1021 cagccccccg agccaggggg aggtgccgcc cggcccgctg cccgaggccg tgctcgccct
1081 gtacaacagc acccgcgacc gggtggccgg ggagagtgca gaaccggagc ccgagcctga
1141 ggccgactac tacgccaagg aggtcacccg cgtgctaatg gtggaaaccc acaacgaaat
1201 ctatgacaag ttcaagcaga gtacacacag catatatatg ttcttcaaca catcagagct
1261 ccgagaagcg gtacctgaac ccgtgttgct ctcccgggca gagctgcgtc tgctgaggag
1321 gctcaagtta aaagtggagc agcacgtgga gctgtaccag aaatacagca acaattcctg
1381 gcgatacctc agcaaccggc tgctggcacc cagcgactcg ccagagtggt tatcttttga
1441 tgtcaccgga gttgtgcggc agtggttgag ccgtggaggg gaaattgagg gctttcgcct
1501 tagcgcccac tgctcctgtg acagcaggga taacacactg caagtggaca tcaacgggtt
1561 cactaccggc cgccgaggtg acctggccac cattcatggc atgaaccggc ctttcctgct
1621 tctcatggcc accccgctgg agagggccca gcatctgcaa agctcccggc accgccgagc
1681 cctggacacc aactattgct tcagctccac ggagaagaac tgctgcgtgc ggcagctgta
1741 cattgacttc cgcaaggacc tcggctggaa gtggatccac gagcccaagg gctaccatgc
1801 caacttctgc ctcgggccct gcccctacat ttggagcctg gacacgcagt acagcaaggt
1861 cctggccctg tacaaccagc ataacccggg cgcctcggcg gcgccgtgct gcgtgccgca
1921 ggcgctggag ccgctgccca tcgtgtacta cgtgggccgc aagcccaagg tggagcagct
1981 gtccaacatg atcgtgcgct cctgcaagtg cagctgaggt cccgccccgc cccgccccgc
2041 cccggcaggc ccggccccac cccgccccgc ccccgctgcc ttgcccatgg gggctgtatt
2101 taaggacacc gtgccccaag cccacctggg gccccattaa agatggagag aggactgcgg
2161 atctctgtgt cattgggcgc ctgcctgggg tctccatccc tgacgttccc ccactcccac
2221 tccctctctc tccctctctg cctcctcctg cctgtctgca ctattccttt gcccggcatc
2281 aaggcacagg ggaccagtgg ggaacactac tgtagttaga tctatttatt gagcaccttg
2341 ggcactgttg aagtgcctta cattaatgaa ctcattcagt caccatagca acactctgag
2401 atggcaggga ctctgataac acccatttta aaggttgagg aaacaagccc agagaggtta
2461 agggaggagt tcctgcccac caggaacctg ctttagtggg ggatagtgaa gaagacaata
2521 aaagatagta gttcaggcca ggcggggtgc tcacgcctgt aatcctagca cttttgggag
2581 gcagagatgg gaggatactt gaatccaggc atttgagacc agcctgggta acatagtgag
2641 accctatctc tacaaaacac ttttaaaaaa tgtacacctg tggtcccagc tactctggag
2701 gctaaggtgg gaggatcact tgatcctggg aggtcaaggc tgcag
1 Transkriptionsstart
72-79 Region der C-Insertion +72 (7x C > 8x C)
842 Translationsstart; Codon Nr. 1
869-871 Polymorphismus Leu10Pro (CTG>CCG); Codon Nr. 10
914-916 Polymorphismus Arg25Pro (CGG>CCG); Codon Nr. 25
1631-1633 Polymorphismus Thr263Ile (ACC>ATC); Codon Nr. 263
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III.
   1 gctgggtgag ctgcactctc agactggctt ccctctcgcc actcctacag gggaaattga
  61 gggctttcgc cttagcgccc actgctcctg tgacagcagg gataacacac tgcaagtgga
 121 catcaacggt gaggcctgct tccccggcca tgcccagttg tgacgtgtgt gcgtgtgtgt
 181 gttcccatct gccccacgcc ccacttatct atccctctga gagtgtgtgt gtatgtcccc
 241 tatcccctga ctcccacaca aagcagggtt cactaccggc cgccgaggtg acctggccac
 301 cattcatggc atgaaccggc ctttcctgct tctcatggcc accccgctgg agagggccca
 361 gcatctgcaa agctcccggc accgccgagc cctggacacc aactattgct tcaggtgagc
 421 cttgtagcct ggatggaggc cttccaggct gggggcatga ctgc
259 Polymorphismus 713-8delC; C-Deletion 8 Basen vor Exon 5
1.2.3 Isoformen und Rezeptoren
Bisher sind fünf Formen des Transforming Growth Factor-beta Proteins bekannt (TGF-beta1
bis TGF-beta5), von denen die ersten drei Isoformen beim Menschen auf unterschiedlichen
Chromosomen lokalisiert sind und jeweils sieben Exons enthalten (TGF-beta1, 19q13;
TGF-beta2, 1q41; TGF-beta3, 14q24) [45; 46]. Beim Menschen liegt im Plasma überwiegend
TGF-beta1 vor. Die Konzentrationen von TGF-beta2 und TGF-beta3 machen weniger als 5 %
des gesamten TGF-beta Anteils aus [47].
Die Bildung der Monomere beinhaltet eine Abfolge verschiedener Schritte. Die Abspaltung
einer 29 Aminosäuren großen Signalsequenz, Glykosylierung, Phosphorylierung und Abspal-
tung des carboxyterminalen Monomers von 112 Aminosäuren (12,5 kDa) vom jeweiligen
Vorläuferprotein. TGF-beta4 weist am aminoterminalen Ende zwei zusätzliche Aminosäuren
auf.
Zwei dieser Monomere werden durch Disulfidbrücken verbunden und bilden ein 25 kDa
großes Polypeptid, wobei die intrazellulär proteolytisch aufgespaltenen Vorläufermoleküle
verschiedene Größen haben (TGF-beta1, 390 AS; TGF-beta2 und TGF-beta3, 412 AS;
TGF-beta4, 304 AS; TGF-beta5, 382 AS) [34; 48].
Die TGF-beta Isoformen binden an Proteine der Zellmembranen (Glykoproteine). Davon sind
bisher sechs bekannt (TGF-beta-Rezeptor-TypI bis TypVI). Sie haben eine Größe von
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53 kD (TypI), 70-80 kD (TypII), 280-330 kD (TypIII), 60-64 kD (TypIV), 400 kD (TypV)
und 180 kD (TypVI).
Die Anzahl der Rezeptoren pro Zelle liegt zwischen 10.000 und 50.000, wobei alle Isoformen
in unterschiedlicher Ausprägung eine Affinität zu jedem Rezeptortyp zeigen [48].
1.2.4 Bindungsproteine und Aktivierung
In einem biologisch inaktiven Komplex (Latent-TGF (L-TGF)) werden die TGF-beta Iso-
formen sezerniert. Er setzt sich aus dem TGF-beta Molekül und dem am C-terminalen Ende
nicht kovalent assoziierten TGF-Latency Associated Peptide (TGF-LAP), einem 75 kD
Glykoprotein, zusammen.
Gelegentlich ist dieser Komplex mit einem Latent TGF-beta Binding Protein (LTBP)
verbunden (1394 Aminosäuren). Dies ist ein 125 kD bis 160 kD großes Protein, das unter
Ausbildung von Disulfidbrücken LAP spezifisch bindet. Momentan sind vier Formen des
LTBP bekannt.
Nachdem TGF-beta sezerniert wurde, kann es sich mit TGF-LAP und LTBP verbinden und
gespeichert werden. Im Serum liegt der größte Teil kovalent gebunden an dem Akutphase-
Protein alpha2-Makroglobulin vor [18; 49-52].
Eine Aktivierung von TGF-beta durch die Freisetzung aus dem Komplex kann durch ver-
schiedene enzymatische und chemische Behandlungen erfolgen. Eine Ansäuerung führt
sowohl in vitro als auch in vivo zur Aktivierung. Bei einem pH-Wert von ca. 2 liegt TGF-beta
in einer ungebundenen, aktiven Form vor. Desweiteren können in vitro Verfahren, wie drei-
minütiges Kochen oder der Zusatz von 8 M Harnstoff eingesetzt werden [49; 53].
1.2.5 Vorkommen in Gewebe und Plasma; Eliminierung
Die höchsten Konzentrationen von TGF-beta1 befinden sich in den Thrombozyten, der Milz
und den Knochen [54]. Die TGF-beta1 Plasmakonzentration zeigt neben fibrosierenden
Erkrankungen [55-58] auch einen Zusammenhang zu Krankheiten wie Arteriosklerose
[59-61] und Krebs [62-65].
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Welche Mechanismen die im Plasma zirkulierende Menge an TGF-beta1 bedingen und somit
TGF-beta1 abhängige Krankheiten beinflussen könnten, sind bisweilen unklar. Faktoren wie
Alter, Geschlecht oder geographischer Aufenthaltsort haben keinen Einfluss auf die
gemessenen TGF-beta Konzentrationen [66]. Einige Arbeiten untersuchten die Regulation der
TGF-beta Plasmaspiegel auf genetischer Ebene und machten bestimmte Polymorphismen des
TGF-beta1 Gens für die erhöhten Plasmakonzentrationen verantwortlich. In einer Studie mit
weiblichen Zwillingen wurde gezeigt, dass bei homozygoten Trägern des T-Allels des Poly-
morphismus -509C>T die höchste Plasmakonzentration vorlag [67]. In einer anderen Studie
wurde dem Polymorphismus Arg25Pro in der Signalsequenz eine regulatorische Rolle
zugesagt [57].
El-Gammel et al. untersuchten Patienten, die an einer Lungenfibrose erkrankten. Es zeigte
sich eine Korrelation zwischen homozygoten Trägern des Arg Allels im Codon 25 und einer
erhöhten in vitro TGF-beta1 Produktion der Leukozyten. Ebenfalls zeigte sich ein direkter
Zusammenhang mit der Entwicklung einer Fibrose [58].
Durch Variationen in der DNA-Sequenz könnten sich Unterschiede in der Aktivierung und
der Bindung an Matrix-Moleküle oder Transportproteine ergeben, die eine Änderung der
Konzentration zur Folge haben könnten.
Referenzwerte der TGF-beta Plasmakonzentration liegen in der Literatur noch nicht vor. Die
Spannweite ist beim gesunden Menschen sehr variabel [66].
Bei der Messung von TGF-beta Plasmakonzentrationen ist zu berücksichtigen, dass das ver-
wendete Testverfahren einen erheblichen Einfluss auf die Ergebnisse haben kann [53; 66].
Bei der Probenverarbeitung können Thrombozyten, die ca. 4.000 TGF-beta Moleküle pro
Plättchen enthalten, TGF-beta aus ihren alpha-Granula freisetzen und zu falsch-hohen Werten
führen. In anderen Blutzellen befinden sich zwar größere Mengen an TGF-beta (Mono-
nukleäre Zellen 12.000 Moleküle pro Zelle, Granulozyten 6.000 Moleküle pro Zelle) [53; 66],
der Einfluss der thrombozytären Degranulation spielt jedoch die größte Rolle, denn die im
Serum gemessenen Konzentrationen zeigten, dass 90 % der Moleküle aus den Thrombozyten
stammten. Daher sollte die Konzentration im thrombozytenarmen Plasma bestimmt werden,
um eine Degranulation ex vivo zu verhindern [47; 53; 66].
Eine Eliminierung kann durch die Niere und die Leber erfolgen. Patienten mit einer Leber-
teilresektion zeigen eine bis zu 80 %ig langsamere Clearance [66; 68-70]. In Versuchen zeigte
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sich, dass aktiviertes und radioaktiv markiertes TGF-beta1 nach einer Injektion schnell aus
der Zirkulation entfernt wird (Halbwertzeit ca. 2 min) [52; 70; 71].
Die Halbwertzeit von radioaktiv markiertem, latentem TGF-beta1 (über 100 min) ist gegen-
über aktivem TGF-beta1 wesentlich höher und die Verteilung überwiegend auf die
Zirkulation beschränkt. Latentes TGF-beta ist nicht in der Lage an Rezeptoren zu binden.
Dies lässt vermuten, dass eine Komplexierung zur latenten Form dem Transport und der
Speicherung dient [72].
1.2.6 Klinische Bedeutung und biologische Aktivität
Die Funktionen von TGF-beta1 sind vielfältig und liegen in Bereichen der zellulären
Differenzierung, Entwicklung, Immunmodulation, Wundheilung, Knochen- und Knorpelbil-
dung, Fibroseentwicklung, Arteriosklerose und Karzinogenese [49; 73; 74].
Für zahlreiche Zellen ist TGF-beta ein starker Wachstumsinhibitor, wobei er vom Zelltyp, den
umgebenden Faktoren und der eigenen Konzentration abhängig ist. Zum Beispiel können
hohe TGF-beta Konzentrationen die stimulierenden Wachstumseigenschaften von Platelet
Derived Growth Factor (PDGF) hemmen, niedrige hingegen eine proliferationsfördernde
Wirkung erzielen.
TGF-beta hemmt das Endothelzellwachstum. So kann TGF-beta durch Hemmung der
Migration und der Proliferation von Endothel- und glatten Gefäßmuskelzellen vor der Aus-
bildung arteriosklerotischer Läsionen schützen. Eine Verringerung des TGF-beta Signals ließ
sich in arteriosklerotischen Bereichen feststellen [75; 76]. Grainger et al. zeigten, dass
Patienten mit arteriosklerotischen Gefäßveränderungen fünffach niedrigere Serumwerte von
aktivem TGF-beta aufwiesen [61; 77].
Dahingegen zeigt sich TGF-beta auf die Angiogenese stimulierend. Bei einem Funktions-
verlust von Komponenten innerhalb des TGF-beta Signalweges kommt es bei der Maus zur
Reduktion der Gefäßneubildung [78; 79]. Eine Aufhebung der direkten stimulierenden
Wirkung auf das Gefäßwachstum kann auch durch TGF-beta Antikörper erreicht werden [80].
Durch eine Inhibition des Zellwachstums wirkt TGF-beta einer Tumorentstehung entgegen.
Bei einigen Krebszellen wurde jedoch beobachtet, dass sie sich durch Mutationen von Genen
der TGF-beta Signalkaskade der Wachstumsregulation entzogen haben und eine ungehemmte
Proliferation möglich wurde [35; 39; 81]. Desweiteren können Tumorsuppressorgene und
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Onkogene wie p53 [82], Myc [83] und Ras [84] den wachstumshemmenden Einfluss von
TGF-beta mindern.
Eine Tumorentstehung könnte auch durch die lokale TGF-beta Produktion der Tumorzellen
begünstigt werden. Auf para- und autokrinem Weg wird die Angiogenese, die lokale Immun-
suppression und die Zellmotilität beeinflusst, was eine Zunahme der Tumorzell-Invasivität
zur Folge haben könnte [85; 86].
Auch bei Autoimmunkrankheiten, opportunistischen Infektionen und entzündlichen Prozessen
zeigte sich ein supprimierender Einfluss von TGF-beta auf das Immunsystem [74; 87].
Im Tiermodell war das Fehlen des in der TGF-beta Signalkaskade enthaltenen Smad-3
Proteins mit chronischen Schleimhautentzündungen, bakterieller Abszessbildung und
vergrößerten Lymphknoten assoziiert. Ferner ließ sich eine verminderte Aktivierung der
T-Zellen und eine Herabsetzung der Schleimhautimmunität beobachten [88].
Neben diesen Wirkungen ist dieses Zytokin auch in Vorgänge wie der Wundheilung
einbezogen. Im Wundgebiet sezernieren Thrombozyten TGF-beta und PDGF. Durch chemo-
taktische Eigenschaften des aktiven TGF-beta wandern Fibroblasten, Monozyten und
Neutrophile zur Verletzung hin und durch die anwesenden Fibroblasten kommt es zur
Produktion extrazellulärer Matrix [89-91]. Ebenso wird der Abbau extrazellulärer Matrix
durch eine erhöhte Synthese von Proteaseinhibitoren und eine verminderte Bildung von
Proteasen wie Metalloproteinasen gebremst [92; 93].
Nachdem Ratten experimentell Wunden zugeführten worden waren, konnte innerhalb einer
Stunde eine Aktivierung von latentem TGF-beta gemessen werden [94]. Das im Wundbereich
anwesende TGF-beta scheint Fibroblasten zur Kontraktion des neu gebildeten Granulations-
gewebes anzuregen, wodurch die Schnelligkeit des Wundheilungsprozesses gesteigert wird
[95]. Die topische Applikation eines mit TGF-beta imprägnierten Kollagenträgers auf
Wunden von Kaninchen, zeigte eine Zunahme der Wundkontraktion und Epithelialisierung
[96]. Auch intravenös zugeführtes TGF-beta kann einen positiven Effekt auf die Zugfestigkeit
der Wunde haben, führt jedoch durch die systemische Wirkung zu fibrotischen Läsionen der
Leber und der Niere [23; 97].
In der Embryonalentwicklung wurde gezeigt, dass das Fehlen von TGF-beta bestimmte
Defekte hervorrufen kann. Beim Menschen zeigte sich eine Assoziation zwischen TGF-beta3
Genmutationen und Lippen-, Kiefer- und Gaumenspalten [98]. Mäuse, denen bestimmte
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TGF-beta Isoformen fehlten, zeigten eine gesteigerte perinatale Sterblichkeit oder erlitten
nach der Geburt massive Entzündungen [35; 99].
1.3 GENETISCHE POLYMORPHISMEN
Als genetischen Polymorphismus bezeichnet man das Vorkommen von mehr als einer
Variante eines Genabschnitts innerhalb des Genoms einer Population. Dabei sind die Auftre-
tenshäufigkeiten über einem Prozent und lassen sich nicht durch wiederholte Mutationen und
zufälliges Auftreten erklären. Es kann sich um eine Substitution, Deletion oder Insertion
einzelner oder mehrerer Nukleotide handeln und betrifft Körper- oder Keimzellen [100; 101].
1.3.1 Polymorphismen im TGF-beta1 Gen
Das menschliche TGF-beta1 Gen liegt auf Chromosom 19q13 und enthält sieben Exons
[44; 45]. Bisher sind acht Polymorphismen dieses Gens bekannt (siehe Abbildung 1)
[44; 67; 102-104]. Sieben wurden in der Etude Cas-Témoin de L´Infarctus du Myocarde
(ECTIM) Studie von Cambien et al. durch Single Stranded Conformational Polymorphisms
(SSCP)-Analysen entdeckt [102].
Drei von ihnen sind in der Promotorregion lokalisiert, -988C>A, -800G>A und -509C>T.
Zwei weitere befinden sich im Exon 1, Leu10Pro (CTG>CCG) und Arg25Pro (CGG>CCG),
einer im Exon 5, Thr263Ile (ACC>ATC). Eine C-Insertion befindet sich an Position +72 der
5´-Untranslatierten Region (5´-UTR).
Langdahl et al. fanden ebenfalls durch SSCP-Analysen eine C-Deletion im Intron 4, 8 Basen
vor Beginn des Exon 5 (713-8delC) [103].
Die Polymorphismen in Codon 10 und 25 waren schon bei vorherigen Untersuchungen aufge-
fallen, wurden jedoch als Artefakte betrachtet [44].
Es unterscheiden sich auch die publizierten Gen-Sequenzen von Kim et al. und Derynck et al.
[42; 43]. Derynck beschreibt an Position +72 der 5´-UTR eine C-Insertion, wobei acht C auf-
einander folgen. Nach Kims Untersuchungen hingegen folgen nur sieben C.
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Abbildung 1:
Darstellung der Lokalisationen bekannter TGF-beta1 Gen Polymorphismen. Die in dieser Arbeit
untersuchten Polymorphismen sind unterstrichen. +1: Transkriptions-Start, +840: Translations-Start.
1.3.2 Polymorphismen bei Lebererkrankungen
Zu den möglichen genetischen Grundlagen von Lebererkrankungen wie Fibrose, Zirrhose
oder hepatozellulärem Karzinom zählen Genpolymorphismen verschiedener Zytokine, die in
verschiedene pathobiochemische und pathophysiologische Prozesse eingebunden sind. Sie
reichen von der akuten Leberzellschädigung mit entzündlichen Folgereaktionen bis zur
vermehrten Ablagerung von Matrix-Molekülen im Extrazellulärraum.
In den letzten Jahren erwiesen sich genetische Polymorphismen von pro- und antiinflamma-
torischen Zytokinen und Chemokinen als mögliche Basis für eine variable Fibroseausbildung
[57]. Mitunter sind Zytokine wie TGF-beta1, Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha),
Interleukine (IL-1, IL-6, IL-10) und Interferon-gamma mit teilweise unterschiedlichen Ergeb-
nissen untersucht worden [105-110].
Polymorphismen können Mechanismen beeinflussen, die für die Aktivitätssteuerung der
Zytokine wichtig sind. Dies kann sowohl die Expression des Zytokins, als auch die Frei-
setzung aus Proteinbindungen von Transportmolekülen betreffen. Durch eine veränderte
Aminosäurensequenz des Peptids kann zum Beispiel die Bindungsaffinität zu verschiedenen
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Rezeptoren und somit die Signaltransduktion geändert werden. Wichtige fibrogen wirkende
Zytokine sind TGF-beta und IL-6. Mitogene Eigenschaften haben mitunter PDGF, TGF-beta
und TNF-alpha [111].
Grove et al. untersuchten Polymorphismen in der IL-10 Promotorregion (-627C>A,
-1117A>G) aus Blutproben schwerer Alkoholiker [109]. Es zeigte sich eine Assoziation
zwischen dem -627A Allel und einer verminderten IL-10 Expression, was einen Einfluss auf
das Immunsystem und profibrogene Mechanismen haben kann. Weiterhin wurden TNF-alpha
Promotor-Polymorphismen an den Positionen -238 und -308 untersucht. Hier kam es beim
Vorliegen des -238A Allels zu einer TNF-alpha Expressionssteigerung [112].
Desgleichen zeigt sich der Promotor-Polymorphismus von TNF-alpha an der Stelle -308 bei
bestimmten Schweregraden der Primär Biliären Zirrhose und war häufiger bei Patienten mit
einer Autoimmunhepatitis Typ-1 zu finden [110]. Die beiden Allele an dieser Position
bewirken eine Änderung der Promotorfunktion des Gens [108].
Donaldson et al. konnten bei der Primär Sklerosierenden Cholangitis und dem Vorliegen von
Polymorphismen in den IL-1 und IL-10 Genen keine Korrelation finden [106].
1.3.3 Nachweis von Polymorphismen
Für den Nachweis von Polymorphismen oder Punktmutationen innerhalb eines Gens kann die
Single Stranded Conformational Polymorphisms (SSCP)-Analyse verwendet werden [113].
Diese Methode basiert auf dem Nachweis eines unterschiedlichen Laufverhaltens einzel-
strängiger DNA (ssDNA) in einer nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die DNA wird
in einer Polymerase Chain Reaction (PCR) vervielfältigt, denaturiert und in einem
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt.
Beim Vorliegen eines Polymorphismus oder einer Punktmutation ändert sich die Sekundär-
struktur und somit das elektrophoretische Laufverhalten der DNA. Durch anschließende
Färbung der Bandenmuster mit z.B. AgNO3 lassen sich die spezifischen Veränderungen
erkennen (Banden-Shift).
Sind Polymorphismen bzw. Punktmutationen bekannt, kann eine Modifikation der
PCR-Technik, die Amplification Refractory Mutation System (ARMS)-PCR, eingesetzt
werden.
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Die ARMS-PCR, auch Allelspezifische-PCR (ASPCR) oder PCR-Amplifikation spezifischer
Allele (PASA) genannt, ist eine Abwandlung der PCR-Technik. Mit ihr sind Charakterisie-
rungen von Polymorphismen oder Punktmutationen eines Gens möglich. Entwickelt wurde
sie von Newton et al., Sommer et al. und Wu et al. [114-116].
Es sind weder Restriktionsenzyme, noch Sequenzierungsanalysen der PCR-Produkte
notwendig. Durch die Zusammensetzung der Oligonukleotidprimer ist es möglich, in einem
Genabschnitt eine Punktmutation oder eine kleine Deletion zu differenzieren. Somit ist das
Erkennen eines hetero- oder homozygoten Genotyps nach Auftrennung der Reaktions-
produkte in der Gelelektrophorese möglich. Die Vorteile dieser Methode liegen in der
Schnelligkeit, der Reproduzierbarkeit, dem Auskommen ohne Radioaktivität und der auto-
matisierbaren, kostengünstigen Durchführung.
Mehrere Polymorphismen sind mit Hilfe dieser Methode untersucht worden, z.B. beim colo-
rektalen Karzinom [117], beim familiären mediteranen Fieber Gen (MEFV) [118], bei
HLA-A Allelvarianten [119-121], bei dem CFTR Gen [122] und bei Polymorphismen im
TGF-beta1 Gen [56].
1.4 POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) UND HOT-START PCR
Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction = PCR) ist eine in vitro Methode
zur enzymatischen Amplifikation spezifischer Nukleinsäure-Sequenzen. Aus einem hetero-
genen DNA-Angebot lassen sich einzelne Abschnitte selektiv vermehren und als Matrize für
die weitere Synthese verwenden. Sie wurde erstmals von Kleppe et al. beschrieben und von
Mullis et al. eingeführt [123-125].
Diese Technik imitiert den natürlichen Replikationsmechanismus der Zelle in der Art und
Weise, wie er bei jedem Zellteilungszyklus vorkommt. Die Replikation erfolgt hier lediglich
vieltausendfach bei einer Länge von 100 bis maximal 1.000 Basenpaaren. Das Prinzip beruht
auf einer zyklischen Wiederholung der folgenden drei Schritte.
· Denaturierung
Durch Erhitzung des Reaktionsgemisches auf 94 °C werden die beiden komplementären
Matrizen DNA-Stränge (dsDNA) getrennt und einzelne DNA-Stränge (ssDNA) gebildet.
Dies ist für die Anlagerung der Primer und die folgende Elongation notwendig.
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· Annealing
Durch Erniedrigung der Temperatur auf 50 °C bis 72 °C hybridisieren zwei Primer an die
ssDNA-Stränge. Das Temperaturoptimum ist abhängig von Länge, Art und Basenzusam-
mensetzung der Primer. Dies sind synthetische Oligonukleotide, welche die Eigenschaft
haben, komplementär an die Enden des zu amplifizierenden DNA-Fragmentes zu
hybridisieren. Meistens genügen Zeiten von weniger als einer Minute.
· Elongation
Bei diesem Schritt werden mit Hilfe einer Taq-Polymerase die beiden Einzelstränge zum
Doppelstrang komplementiert.
Die Anzahl der durchzuführenden Reaktionszyklen hängt von der Ausgangsmenge der
Matrize ab. In der Regel genügen 30 bis 35 Zyklen, um eine ausreichende Produktausbeute zu
erzielen.
Die Taq-Polymerase addiert enzymatisch Nukleotide an einen Primer, der an die DNA
gebunden ist. Die DNA wird durch die Orientierung der Oligonukleotide in die Richtung des
jeweils anderen Primers synthetisiert. Nach jedem Zyklus liegt eine vollständige Kopie des
ursprünglichen Doppelstranges vor. Theoretisch verdoppelt sich bei jedem Zyklus der DNA-
Gehalt. Nach etwa 20 Zyklen ist eine millionenfache Zunahme erreicht [126]. Hitzestabile
Taq-Polymerasen überstehen die Denaturierung ohne Wirkungseinbuße. Sie haben bei 75 °C
eine hohe Aktivität. Insgesamt soll das Enzym der Reaktion mit 2,5 U/100 µl zur Verfügung
stehen [126].
Unter ungünstigen Bedingungen kann die Taq-Polymerase unterhalb der optimalen
Annealingtemperatur aktiviert werden, so dass sich die Primer an unspezifische Stellen
anlagern können (Mispriming). Durch fehlerhafte Amplifikation führt dies zur Reduktion der
Produktausbeute und Spezifität.
Bei einer Modifikation der beschriebenen PCR, der Hot-Start PCR, wird die Polymerase erst
bei höheren Temperaturen aktiviert. Somit wird eine frühzeitige Amplifikation vermieden.
Eine Möglichkeit der Durchführung besteht darin, die Taq-Polymerase erst oberhalb der
Annealingtemperatur hinzuzugeben. Hierbei muss die laufende Reaktion mit der Gefahr von
Kontaminationen unterbrochen werden.
Eine für die Hot-Start PCR modifizierte Taq-Polymerase wird erst nach einer Inkubationszeit
von ca. 10 min bei 95 °C aktiviert. Dies hat den Vorteil einer gesteigerten Produktausbeute
und Spezifität. Zusätzlich wird die Bildung von Primerdimeren vermindert [126-128].
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Als Co-Faktoren benötigt die Taq-Polymerase Mg2+ Ionen. Stoffe wie DNA, Chelatbildner,
Desoxynukleotidtriphosphate und weitere Proteine können Mg2+-Ionen binden und verringern
die zur Verfügung stehende Menge an Mg2+ Ionen. Auch zu hohe Konzentrationen können die
Genauigkeit der Amplifikation senken. Es sollten Konzentrationen von 1,5 bis 3,0 mM
Mg2+-Ionen eingesetzt werden [129-131].
Die Bausteine der neu zu bildenden DNA (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) sollten mit je 200 µM,
der Reaktionspuffer mit einem alkalischen pH-Wert zwischen 8,3 und 8,8 vorliegen [132].
Die verwendeten Primer sind in der Regel zwischen 18 und 30 Basen lang. Ihre
Konzentration beträgt 0,1-0,5 µM. Um eine genaue Anlagerung zu ermöglichen, ist ein
GC-Gehalt von 40-60 % zu wählen. Zudem sollten tandemförmige Wiederholungen von
einem oder mehreren Nukleotiden vermieden und darauf geachtet werden, dass die 3´-Enden
der beiden Primer gering komplementär zueinander sind. Dies verhindert die Bildung von
Primerdimeren, die der PCR-Reaktion die benötigten Primer entziehen können.
Die Schmelztemperatur zwischen den Primern sollte annähernd gleich sein. Die optimale
Annealingtemperatur liegt ca. 5 °C unter der Schmelztemperatur. Sie lässt sich unterschied-
lich errechnen [133; 134].
· Tm = 81,5 + 16,6 x (log10 [Na+]) + 0,41 x (% G + C) – 675 / n
· Tm = (G + C) x 4 °C + (A + T) x 2 °C
[Tm = Schmelztemperatur °C; n = Anzahl der Basen des Primers;
Na+ = Salzkonzentration in Mol (K+ = Na+)]
Generell lassen sich mit höheren Annealingtemperaturen bessere Produktgewinne erreichen
[126; 134].
Die eingesetzte DNA-Konzentration variiert zwischen 10 und 250 ng. Da bereits wenige
DNA-Moleküle als Matrize fungieren können, sind Kontaminationen zu vermeiden und
Negativkontrollen oder Doppelbestimmungen anzuwenden.
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2 Fragestellung
Transforming Growth Factor-beta1 (TGF-beta1) ist ein vielseitiger Wachstumsfaktor, der
durch Stimulation der Synthese und Hemmung des Abbaus extrazellulärer Matrix-Proteine
die Entwicklung einer Leberfibrose fördert [18; 135]. Er wird durch eine Vielzahl verschie-
dener Zelltypen sezerniert (Hepatische-Sternzellen, Kupffer-Zellen, mononukleäre Blutzellen,
(sinusoidale) Endothelzellen, Fibroblasten) und induziert im nekroinflammatorischen Leber-
gewebe die Aktivierung Hepatischer-Sternzellen (HSC) zu Myofibroblasten (MFB)
[3; 136; 137].
Welche Mechanismen die im Plasma zirkulierende Menge an TGF-beta1 bedingen und somit
TGF-beta1 abhängige Krankheiten beinflussen könnten, sind bisweilen unklar. Faktoren wie
Alter, Geschlecht oder geographischer Aufenthaltsort haben keinen Einfluss auf gemessene
TGF-beta Konzentrationen [66]. Eine Regulierung der Konzentration und der fibrosierenden
Effekte könnte somit auf genetischer Ebene liegen [67]. Angenommen wird, dass bestimmte
Polymorphismen des TGF-beta1 Gens für erhöhte Plasmakonzentrationen und für fibrosie-
rende Effekte verantwortlich sein könnten.
Eine Korrelation zwischen Polymorphismen des TGF-beta1 Gens, dem Ausmaß (Staging)
und der histologischen Aktivität (Grading) der Leberfibrose konnte noch nicht gesichert
werden. In einer Studie von Powell et al. konnte ein Zusammenhang zwischen bestimmten
Genotypen des TGF-beta1 und des Angiotensin Gens und der Fibroseausprägung bei HCV
infizierten Patienten gezeigt werden. Polymorphismen im Codon 25 des TGF-beta1 Gens
(Arg25Pro) sind als mögliche beeinflussende Faktoren der Fibroseentwicklung bewertet
worden [138]. Insbesondere liegen keine Arbeiten vor, die einen eventuellen Zusammenhang
zwischen der zeitlichen Progression einer Leberfibrose und Polymorphismen des TGF-beta1
Gens untersuchen.
In dieser Arbeit werden vier der bekannten Polymorphismen des TGF-beta1 Gens (-800G>A,
-509C>T, Leu10Pro, Arg25Pro) nicht nur in Bezug auf das Ausmaß (Staging) und der histo-
logischen Aktivität (Grading) einer Leberfibrose hin untersucht, sondern auch auf die
zeitliche Progression der Fibrosierung.
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3 Patienten und Methoden
3.1 KOLLEKTIVE
Kollektive Blutspender (BB) Chirurgische
Patienten (CHI)
Leberfibrose
Patienten (INN)
Anzahl der Patienten 50 47 48
Alter in Jahren (Spannweite) 34,6 (66-19) 55,9 (86-21) 44,8 (71-20)
Frauen 17 20 23
Männer 33 27 25
Enzyme U/l; Q25 %-Q75 %
AST 8 (7-10) 8 (7-12) 15 (10-29)
ALT 9 (7-12) 11 (7-20) 21 (12-60)
gamma-GT 9 (7-14) 18 (10-47) 19 (14-45)
PCHE 5831 (5120-6437) 4286 (3132-5080) 5510 (4170-6435)
GLDH 1,4 (1,0-2,1) 1,7 (1,2-4,0) 2,8 (1,5-7,0)
Diagnose
HAV Infektion - - 1 (1w)
HBV Infektion - - 3 (3m)
HCV Infektion - - 9 (2m, 7w)
HCV Infektion bekannter Dauer - - 26 (17m, 9w)
EBV + CMV Infektion - - 1 (1w)
Alkoholkonsum - - 1 (1w)
AIH Typ I - - 3 (2m, 1w)
AIH Typ I + PBC - - 2 (2w)
AIH Typ I + HAV Infektion - - 1 (1w)
Unbekannt - - 1 (1w)
Tumor Resektion - 15 (10m, 5w) -
Herniotomie - 8 (6m, 2w) -
Appendizitis - 2 (1m, 1w) -
Colitis ulcerosa - 1 (1m) -
Splenektomie - 1 (1w) -
Carcinoid - 1 (1w) -
Commotio cerebri - 1 (1w) -
Strumektomie - 2 (1m, 1w) -
Pankreatitis - 1 (1m) -
Sigmadivertikulitis - 1 (1w) -
Phäochromozytom - 1 (1w) -
Cholezystektomie - 2 (2w) -
Hereditärer Faktor V Mangel - 1 (1m) -
Gastroenteritis - 1 (1m) -
Tabelle 1:
Charakterisierung der Kollektive. Bei dem Alter und der Enzymaktivität sind die Median-Werte
angegeben (w = weiblich, m = männlich, AIH = Autoimmunhepatitis, PBC = Primäre biliäre Zirrhose,
EBV = Epstein Barr Virus, CMV = Cytomegalie Virus, Q25% = 25 % Quantil, Q75% = 75 % Quantil).
Untersucht wurden drei voneinander unabhängige Kollektive (siehe Tabelle 1). Die erste
Gruppe setzte sich aus 50 gesunden Blutspendern (BB) des Instituts für Transfusionsmedizin
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des Universitätsklinikums Aachen zusammen. Die zweite Gruppe wurde von 47 Patienten der
Chirurgischen Klinik des Universitätsklinikums Aachen gebildet (CHI). Sie zeigten keine
klinischen und klinisch-chemischen Anhalte für ein Vorliegen einer fibrosierenden oder
hepatischen Erkrankung. Es wurden präoperative (CHI prä OP; 11m, 8w) und postoperative
Patienten (CHI post OP; 16m, 12w) unterschieden. Die Teilnehmer der dritten Gruppe waren
48 an Leberfibose erkrankte Patienten der Inneren Medizinischen Klinik III des Universitäts-
klinikums Aachen (INN).
Die Gruppen BB und CHI stellen das Kontrollkollektiv, die Gruppe INN das Kollektiv der
Patienten mit Leberfibrose bzw. Leberzirrhose dar.
3.2 AMPLIFICATION REFRACTORY MUTATION SYSTEM (ARMS)-PCR
Diese Methode zum Nachweis bekannter Polymorphismen beruht auf dem Aufbau der
verwendeten Primer. Eine DNA-Synthese durch eine PCR ist unter gewöhnlichen Bedingun-
gen nur möglich, wenn die Primer komplementär zur vorliegenden Matrize sind. Liegt am
3´-Ende eine Fehlpaarung vor, kommt es zu keiner Amplifikation der Zielsequenz. Dies
macht sich die ARMS-PCR zunutze.
Gewöhnlicherweise wird die Reaktion in zwei verschiedenen Gefäßen mit unterschiedlichen
Forward-Primern und einem gleichen Reverse-Primer durchgeführt. Die Forward-Primer
werden so entworfen, dass ihr 3´-Ende genau an der zu detektierenden Base liegt, wobei ein
Primer komplementär zur Wildtyp- und einer zur polymorphen Sequenz ist (Wildtyp-Primer,
Polymorphismus-Primer).
Demzufolge kommt es beim Vorliegen eines homozygoten Wildtyp-Genotyps nur zu einer
Amplifikation mit dem Wildtyp-Primer, da er auf seiner gesamten Länge komplementär zur
DNA-Sequenz ist (Patient III) (siehe Abbildung 2). Beim Polymorphismus-Primer liegt in
diesem Fall am 3´-Ende eine Fehlpaarung vor und es kommt zum Ausbleiben einer DNA-
Vervielfältigung.
Beim Vorhandensein eines homozygoten Polymorphismus-Genotyps verhält es sich umge-
kehrt (Patient II). Eine Amplifikation erfolgt beim Polymorphismus-Primer und bleibt beim
Wildtyp-Primer aus. Liegt ein heterozygoter Genotyp vor, kommt es bei beiden Primer-Typen
zur Amplifikation (Patient I).
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Abbildung 2:
Prinzip der ARMS-PCR. Erklärung siehe Text. M = Größenmarker 100 bp.
Primerpaar A = Primer-Wildtyp + gemeinsamer Reverse-Primer,
Primerpaar B = Primer-Polymorphismus + gemeinsamer Reverse-Primer.
Patientenproben = I: heterozygot Wildtyp/Polymorphismus, II: homozygot
Polymorphismus, III: homozygot Wildtyp.
Dennoch ist in manchen Fällen eine Amplifikation bei nur einem einzigen Mismatch am
3´-Ende möglich. Zusätzlich eingeführte Fehlpaarungen können dieses Problem beseitigen.
Jedoch ist bei einer zu unstabilen, aber korrekten 3´-Bindung keine Amplifikation zu
erwarten.
Bei der Wahl des Primer-Mismatches wird eine A-G Fehlpaarung empfohlen [139]. Eine
Polymerase mit 3´® 5´ Exonuklease-Aktivität kann nicht verwendet werden, da es hier zu
einer Entfernung der gewollten 3´-Fehlpaarung käme. Ferner ist das Mitführen einer Kon-
trolle nötig, um zu überprüfen, ob eine ausbleibende Amplifikation nicht durch Fehler in der
PCR bedingt ist. Ansonsten ist die Reaktion ebenso zu optimieren wie eine herkömmliche
PCR.
Weiterführungen dieser Technik zielen daraufhin ab, den Versuch in nur einem Schritt durch-
zuführen. Hier enthält der PCR-Ansatz alle drei Primer, die sich in ihrer Länge voneinander
unterscheiden. Folglich unterscheiden sich auch die Produktlängen, was sich durch eine Auf-
trennung auf einem Agarosegel darstellen lässt. Eine weitere Möglichkeit ist die Verbindung
der Primer mit fluoreszierenden oder radioaktiven Markern [140; 141].
Primerpaar B
I II III
I
Primerpaar A
Laufrichtung
M
II III
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3.2.1 Reagenzien und Materialien
Taq-Polymerase AmpliTaq Gold™, PE-Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA
Taq-DNA-Polymerase, Roche, Grenzach-
Wyhlen, Deutschland
10x PCR-Puffer GeneAmp® 10x PCR-Buffer, PE-Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA
MgCl2 25 mM MgCl2 Lösung, PE-Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA
dNTP PCR-Nucleotide Mix 10 mM, Roche, Grenzach-
Wyhlen, Deutschland
Primer MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland
10x TBE-Puffer 109,1 g TRIS; 55,65 g Borsäure; 40 ml EDTA-
Lösung, 0,5 M; ad 1 l Millipore-Wasser
DNA-Ladepuffer 34,9 ml Glycerin; 10 ml SDS, 10 %; 10 ml
EDTA, 0,5 M (pH 8); 1,0 ml TRIS-HCl, 1 M
(pH 7,5); 0,3 g Bromphenolblau; ad 100 ml
steriles Wasser Aqua ad iniectabilia, Boehringer Ingelheim,
Deutschland
PCR-Gerät Gene Amp® PCR System 9700, PE-Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA
Zentrifuge Z 233 MK, Hermle Wehniger, Deutschland
Wärmeblock Thermostat 5320, Eppendorf, Deutschland
Elektrophoresekammer Easy-Cast™ Electrophoresis System, Owl Scien-
tific Inc., USA
Agarose Agarose I, Biometra, Göttingen, Deutschland
DNA-Größenmarker (50 bp, 100 bp) Gibco BRL®, Life Technologies™, USA
Geldokumentationsgerät Gel Print 2000i, MWG-Biotech AG, Ebersberg,
Deutschland
Photometer Gene Quant II, RNA/DNA Calculator, Pharmacia
Biotech, USA
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3.2.2 Gewinnung der DNA
Für die Isolierung der Patienten-DNA mit dem Blood & Cell Culture Kit (Quiagen, Hilden,
Deutschland) wurden 2,7 ml EDTA-Blut entnommen und unbehandelt bis zur weiteren Verar-
beitung bei -24 °C eingefroren. Die Konzentration wurde im Photometer durch Messung der
optischen Dichte (OD) bei 260 nm bestimmt (Gene Quant II, RNA/DNA Calculator,
Pharmacia Biotech, USA). Bei dieser Wellenlänge entspricht eine OD-Einheit 50 µg/ml
dsDNA. Das Verhältnis der Extinktion bei 260 und 280 nm lässt Rückschlüsse auf die Rein-
heit von Nukleinsäurelösungen zu. Lösungen, die frei von Proteinen und RNA sind, sollten
Werte von 1,8-2,0 haben. Höhere Werte zeigen RNA-Kontaminationen, niedrigere Werte
Protein- oder Phenolverunreinigungen an.
3.2.3 Primer
Zur Etablierung der ARMS-PCR wurden die Primer der Tabelle 2a eingesetzt. Die Primer-
Lokalisierungen für den Polymorphismus -800G>A und -509C>T beziehen sich auf die
Sequenz von Kim et al. [42], die des Polymorphismus Leu10Pro und Arg25Pro auf die
Sequenz von Derynck et al. [43].
ARMS-Primer Primer-Sequenz (5´®3´) Lokalisierung Accession
For(-800)G tgagggactctgcctccacg 543-563 J04431.1
For(-800)A tgagggactctgcctccaca 543-563 J04431.1
Rev(-800) gtcactcaacaccctgcgac 772-753 J04431.1
For(-509)C gcctcctgacccttccatccc 834-854 J04431.1
For(-509)T gcctcctgacccttccatcct 834-854 J04431.1
Rev(-509) tcccttcagccctgggggaaa 1173-1153 J04431.1
For(Pro10C) tccgggctgcggctgctgcc 851-870 X02812.1
For(Leu10T) tccgggctgcggctgctgct 851-870 X02812.1
Rev(Arg25Pro|Leu10Pro) tcgtgttgtacagggcgagca 1091-1071 X02812.1
For(Arg25G) actggtgctgacgcctggccg 895-915 X02812.1
For(Pro25C) actggtgctgacgcctggccc 895-915 X02812.1
Tabelle 2a:
Primer für die ARMS-PCR Genotypisierung. Der Primer Rev(Arg25Pro|Leu10Pro) wurde
beim Nachweis der Polymorphismen des Codons 10 und 25 verwendet. Die Lokalisierung
bezieht sich auf die angegebene Sequenz.
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Der Primer Rev(Arg25Pro|Leu10Pro) ist sowohl bei den Untersuchungen des Codons 10 als
auch des Codons 25 eingesetzt worden. Die Primer-Sequenzen For(Arg25G), For(Pro25C)
und Rev(Arg25Pro|Leu10Pro) wurden der Arbeit von Li  et al. entnommen [142].
3.3 AGAROSEGELELEKTROPHORESE
Der Nachweis der PCR-Amplifikationsprodukte erfolgte in einem 2 %igen Agarosegel.
Hierfür wurde 0,8 g Agarose in 40 ml 1x TBE eingewogen und in der Mikrowelle bis zur
vollständigen Verflüssigung unter mehrmaligem Schwenken des Gefäßes aufgekocht. Nach
Abkühlen auf ca. 60 °C wurden 1,8 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml; 1:10 verdünnt) zugegeben
und die Gellösung in einer Elektrophoresekammer ausgegossen, wobei die Ladetaschen durch
einen eingesetzten Kamm ausgespart blieben. Nach 45 min war das Gel fest.
Als Laufpuffer wurde 1x TBE-Puffer verwendet. Je 20 µl der ARMS-PCR Reaktions-
produkte, sowie 1,5 µl des DNA-Größenmarkers (50 bp/100 bp; Gibco BRL®, Life
Technologies™, USA) wurden mit 2 µl Ladepuffer versetzt. Anschließend erfolgte die
elektrophoretische Auftrennung (45 min, 96 V). Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden
unter UV-Licht sichtbar gemacht und anschließend photographiert.
3.4 SEQUENZIERUNG
Um zu überprüfen, ob die ARMS-PCR Methode den vorliegenden Polymorphismus aufdeckt,
wurden einige Proben sequenziert und mit dem Ergebnis der ARMS-PCR verglichen.
Zur Analyse der DNA-Sequenz sind im Laufe der Zeit einige Verfahren entwickelt und
weitergeführt worden. Früher wurden chemische Verfahren mit anschließender Spaltung der
DNA durchgeführt, heute meist enzymatische Methoden.
In der vorliegenden Arbeit wurde die enzymatische Kettenabbruchmethode nach Sanger
verwendet. Das Prinzip ist eine Cycle-Sequenzierung, die mit einer speziell für Fluoreszenz-
sequenzierungen geeigneten hitzestabilen Taq-Polymerase durchgeführt wird.
Die Besonderheit liegt darin, dass der Reaktionsansatz nur einen Primer zur Amplifikation
enthält. Dadurch kommt es nicht zu einer exponentiellen, sondern zu einer linearen Verviel-
fältigung der PCR-Produkte.
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Aufeinanderfolgende Schritte von Denaturierung, Annealing und Extension werden wieder-
holt durchlaufen und anschließend einem automatisierten Sequenzierungsprogramm zur
elektrophoretischen Auftrennung und Fluorophordetektion zugeführt. Während der Elektro-
phorese werden die nach ihrer Länge aufgetrennten DNA-Fragmente, die am 3´-Ende mit
einem der vier Fluorophore markiert wurden, von einem Laser angeregt. Jeder Farbstoff
emittiert Licht einer anderen Wellenlänge. Die verschiedenen Farben und Intensitäten werden
von einem Detektor gemessen und aufgezeichnet. Die Markierung erfolgt mit fluores-
zierenden ddNTPs, den Dye Terminatoren [143; 144].
3.4.1 Reagenzien und Materialien
DNA-Ladepuffer 34,9 ml Glycerin; 10 ml SDS, 10 %; 10 ml
EDTA, 0,5 M (pH); 1,0 ml TRIS-HCl, 1 M
(pH 7,5); 0,3 g Bromphenolblau; ad 100 ml
steriles Wasser Aqua ad iniectabilia, Boehringer Ingelheim,
Deutschland
PCR-Gerät Gene Amp® PCR System 9700, PE-Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA
Zentrifuge Z 233 MK, Hermle Wehniger, Deutschland
Elektrophoresekammer Easy-Cast™ Electrophoresis System, Owl Scien-
tific Inc., USA
Sequenzierungs-Kit ABI PRISM™ BigDyeTerminator Cycle Sequen-
cing Ready Reaction Kit mit AmpliTaq®
DNA-Polymerase, FS, PE-Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA
Sequenzierautomat ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer,
PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Taq-Polymerase Taq-DNA-Polymerase, Roche, Grenzach-
Wyhlen, Deutschland
dNTP PCR Nucleotide Mix 10 mM, Roche, Grenzach-
Wyhlen, Deutschland
MgCl2 Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
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10x TBE-Puffer 109,1 g TRIS; 55,65 g Borsäure; 40 ml
EDTA-Lösung, 0,5 M; ad 1 l Millipore-Wasser
1x TBE-Puffer Gebrauchslösung 100 ml 10x TBE Puffer; 900 ml Millipore-Wasser
TSR PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Primer MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland
Geldokumentationsgerät Gel Print 2000i MWG-Biotech AG, Ebersberg,
Deutschland
Photometer Gene Quant II, RNA/DNA Calculator, Pharmacia
Biotech, USA
DNA-Größenmarker (50 bp, 100 bp) Gibco BRL®, Life Technologies™, USA
Wärmeblock Thermostat 5320, Eppendorf, Deutschland
10x PCR-Puffer Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
3.4.2 Primer
Um Ausgangsmaterial für die Sequenzierung zu erhalten, wurde der Abschnitt amplifiziert,
der den jeweiligen Polymorphismus beinhaltet. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 2b
aufgelistet Die Primer-Lokalisierungen für den Polymorphismus -800G>A und -509C>T
beziehen sich auf die Sequenz von Kim et al. [42], die des Polymorphismus Leu10Pro und
Arg25Pro auf die Sequenz von Derynck et al. [43].
Seq-Primer Primer-Sequenz (5´®3´) Lokalisierung Accession
SeqFor (-800) cccggctccatttccaggtg 238-257 J04431.1
SeqRev (-800) tgctcttgaccactgtgcca 625-601 J04431.1
SeqFor (-509) gtcgcagggtgttgagtgac 753-772 J04431.1
SeqRev (-509) acggaaggagagtcaggctg 959-940 J04431.1
SeqFor (Arg25Pro|Leu10Pro) accacaccagccctgttcgc 788-807 X02812.1
SeqRev (Arg25Pro|Leu10Pro) agcttggacaggatctggcc 1011-992 X02812.1
Tabelle 2b:
Primer für die Sequenzierung. Sie umgeben die DNA-Region des jeweiligen Polymorphismus. Die
Primer SeqFor(Arg25Pro|Leu10Pro) und SeqRev(Arg25Pro|Leu10Pro) umspannen die Polymor-
phismen des Codons 10 und 25. Die Lokalisierung bezieht sich auf die angegebene Sequenz.
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3.5 AUSWERTUNG DER LEBERBIOPSIEN
3.5.1 Histologie
Zur Diagnosestellung einer Leberfibrose werden histologische, klinische, bildgebende,
endoskopische und laborchemische Untersuchungen eingesetzt [1]. Die histologische Aus-
wertung einer Leberbiopsie, die laparoskopisch, perkutan oder transjugulär gewonnen werden
kann, ist bisher die zuverlässigste Methode, um Gewebeveränderungen zu beurteilen (siehe
Abbildung 3a-b) [145-147].
Die Gewebeproben können auf Parameter wie Leberläppchenarchitektur, Ausprägung von
Leberzellnekrosen, entzündliche Infiltration und Ablagerung extrazellulärer Matrix-Moleküle
(lobulär, perisinusoidal) untersucht und bewertet werden [148-151]. Das Stadium der vorhan-
denen Bindegewebsvermehrung (Staging) sollte von der Ausprägung der Entzündungs-
aktivität und der Leberzellnekrosen (Grading) unterschieden werden. Diese Unterscheidung
ist sinnvoll, um nicht nur die Quantität einer Bindegewebsvermehrung, sondern auch die
Entzündungsaktivität festzulegen. Denn eine hohe Aktivität kann die Progredienz einer
Fibrose- und Zirrhoseentwicklung begünstigen [152].
Zu beachten ist, dass die Leberblindpunktion einem Stichprobenfehler falsch negativer Werte
von im Mittel 24 % unterliegt [154] und Komplikationen mit zum Teil tödlichen Verlauf von
0,015 % aufweist [155; 156].
Weitere Informationen, die aus der Biopsie gewonnen werden können, wie Expression
verschiedener Matrix-Komponenten, biosynthetische Enzymaktivitäten des Stoffwechsels der
Glykoproteine, Kollagene und Proteoglykane sind in der bisherigen Diagnostik noch ohne
Bedeutung [1].
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Abbildung 3a:
Leberbiopsie eines Patienten ohne Fibrose (METAVIR-Fibrose Staging F0)
in Ladewig-Färbung.
I. Übersichtsvergrößerung und II. Ausschnittvergrößerung: Normales Leber-
gewebe mit regulärer Struktur. Keine Ablagerung extrazellulärer Matrix.
I.
II.
Vena centralis
(via Vv. sublobulares zu
Ästen der V. hepatica)
Sinusoide
Hepatozyten
Sinusoide mit
Spatium perisinusoideum (DISSÉ)             Vena centralis
Hepatozyten
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Abbildung 3b:
Leberbiopsie eines Patienten mit ausgeprägter Leberzirrhose (METAVIR-
Fibrose Staging F4) in Ladewig-Färbung.
I. Übersichtsvergrößerung und II. Ausschnittvergrößerung: Leberzirrhose
mit ausgeprägter Bildung von Bindegewebssepten (blau) mit Zerstörung
der vaskulären und lobulären Leberarchitektur. Die Sinusoide sind ver-
mindert und stark verschmälert.
I.
II.
Entzündungszellen
(Granulozyten, Leukozyten)
Bindegewebe
Bindegewebe mit
Granulozyten und
Leukozyten
Hepatozyten
35
3.5.2 METAVIR-System
Die French METAVIR-Cooperative Study Group stellte ein Klassifizierungssystem auf, bei
dem die Bewertung der Fibroseausprägung fünf Unterteilungen berücksichtigt (Stage F0-F4)
(siehe Tabelle 3a und Abbildung 3a-b). Die histologische Aktivität richtet sich nach der
Intensität nekroinflammatorischer Veränderungen und unterscheidet 4 Abstufungen (Grade
A0-A3) (siehe Tabelle 3b) [148; 151; 153].
Fibrose Wert (F0-F4) Beschreibung
0 Keine Fibrose
1 Vergrößerung des Portalfeldes ohne Septenbildung
2 Vergrößerung des Portalfeldes mit geringer Septenbildung
3 Zahlreiche Septen ohne Zirrhose
4 Zirrhose
Tabelle 3a:
Histologische Einteilung der Ausprägung einer Leberfibrose (Staging) des
METAVIR-Systems [149].
Einzelne Nekrosen + Lobuläre Nekrosen = Histologische Aktivität (A0-A3)
0 (keine) 0 (keine oder mild) 0 (keine)
0 1 (moderat) 1 (mild)
0 2 (schwer) 2 (moderat)
1 (mild) 0; 1 1
1 2 2
2 (moderat) 0; 1 2
2 2 3 (schwer)
3 (schwer) 0; 1; 2 3
Tabelle 3b:
Histologische Einteilung der Aktivität einer Leberfibrose (Grading) des METAVIR-
Systems [149].
3.5.3 Zeitliche Fibroseprogression
Ein wichtiger Faktor bei der Entwicklung einer Leberfibrose ist die Schnelligkeit der Zu-
nahme, durch die sich abschätzen lässt, wann mit dem Vorliegen einer zirrhotischen Leber zu
rechnen ist.
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In einer Arbeit von Poynard et al. ist eine Methode beschrieben worden, mit der die zeitliche
Veränderung der Fibrosierung bei Hepatitis-C infizierten Patienten beurteilt werden kann
[148; 151; 153].
Hier werden die Parameter Zeit und histologische Fibroseausprägung in der Leberbiopsie
(Staging) nach dem METAVIR-System in Bezug gesetzt. Als Ergebnis erhält man Fibrose-
progressions-Einheiten pro Jahr, d.h. um welches Staging die Fibrosierung pro Jahr
theoretisch zunimmt (1 Einheit = 1 Stage; 4 Einheiten = Zirrhose).
Zum Beispiel zeigt ein Patient, der in der Berechnung 0,5 Fibroseprogressions-Einheiten pro
Jahr erhält, nach zwei Jahren eine Zunahme der Fibrosierung um eine Einheit. Eine Zirrhose
liegt rechnerisch nach 8 Jahren seit Infektion vor. Es wird angenommen, dass die
Entwicklung der Fibrosierung einen linearen und konstanten Verlauf aufweist.
Zur Bestimmung der Fibroseprogressions-Einheiten bestehen drei Möglichkeiten.
Beobachtung, Schätzung und Simulation.
· Bei der Beobachtung werden zwei Leberbiopsien benötigt, die zu verschiedenen Zeit-
punkten gewonnen wurden. Das Staging der zweiten Leberbiopsie (Fx2) minus dem
Staging der ersten Leberbiopsie (Fx1) dividiert durch die Zeitdifferenz zwischen den
beiden Biopsien: (Fx2 – Fx1) Einheiten / Y Jahre = Z Einheiten / Jahr
· Die Schätzung der Progressionsrate benötigt nur eine Leberbiopsie. Sie ergibt sich aus
dem Staging (Fx) dividiert durch die bekannte Infektionsdauer (Y) mit dem Hepatitis-C
Virus: Fx Einheiten / Y Jahre = Z Einheiten / Jahr
· Die Simulation benötigt keine Leberbiopsie. Anstelle dessen wird anhand einer
Regressions-Funktion basierend auf Alter, Dauer der Infektion, Geschlecht und Alkohol-
Konsum der Grad der Fibrosierung errechnet.
Bei der Anwendung dieser Methoden können unterschiedliche Probleme auftreten. So kann
bei der Beobachtung die Zeitspanne zwischen den Biopsien in Relation zu dem langsamen
Verlauf der Fibrosierung zu kurz sein. Es besteht die Gefahr, dass eventuelle Änderungen
nicht erfasst werden.
Bei der Schätzung ist die Dauer der Infektion nicht immer bekannt. Ebenso lassen sich eine
Fibroseentwicklung begünstigende Faktoren nicht immer ausschließen (z.B. Alkoholabusus).
Dennoch ist es anhand dieses Modells möglich, einzelne Faktoren, die das Fortschreiten einer
Fibrosierung beeinflussen können (Zytokinpolymorphismen, Alter, Interferon und Ribavirin
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Behandlung, Alkohol- und Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Hämochromatose) zu unter-
suchen.
3.6 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON TGF-BETA1
Die Thrombozyten sind ein Hauptspeicherort von TGF-beta1, wobei ihre Anzahl mit der im
Serum gemessenen Konzentration korreliert. Während des Gerinnungsvorgangs können sie
TGF-beta1 aus den alpha-Granula freisetzen, in denen sich ca. 4.000 Moleküle pro Plättchen
befinden [53; 66]. Um eine Degranulation zu vermeiden, ist thrombozytenarmes Plasma mit
EDTA als Antikoagulans verwendet und folgende Schritte eingehalten worden.
· Schonende Blutabnahme und kurze Staudauer,
· Verwendung von Kanülen mit einem Mindestdurchmesser von 0,8 mm,
· Weiterverarbeitung innerhalb von 1-2 Stunden bei Lagerung auf Eis.
Zur Plasmagewinnung wurde 4,9 ml EDTA-Blut bei 4 °C für 10 min mit 4000 U/min zentri-
fugiert (Biofuge Stratos, Heraeus Instruments, Deutschland) und die obere Hälfte des Über-
standes weitere 20 min bei 4 °C mit 6000 U/min zentrifugiert. Hiervon wurde die oberste
Hälfte des Überstandes entnommen und bis zur Konzentrationsbestimmung bei -80 °C
gelagert.
Die Plättchenzahl betrug im Plasma nach Zentrifungation bei allen Proben unter 4 G/l
(Cell Dyn 4000 Hämatologiesystem, Abbot GmbH, Wiesbaden, Deutschland).
Die TGF-beta1 Konzentrationsbestimmung wurde mit einem ELISA vom Sandwich-Typ
gemessen [53].
3.6.1 Reagenzien und Materialien
Coating-Puffer 0,05 mol/l (4,2 g/l) NaHCO3; ad 1 l Aqua bidest
(pH 9,1)
Blocking-Puffer 0,05 mol/l (6,06 g/l) Tris; 0,15 mol/l (8,77 g/l)
NaCl; 0,5 % (5 g/l) Albumin (BSA); ad 1 l Aqua
bidest (pH 7,7)
38
Assay-Puffer 0,05 mol/l (6,06 g/l) Tris; 0,15 mol/l (8,77 g/l)
NaCl; 0,5 % (5 g/l) Albumin (BSA); 0,5 g
Tween 20; ad l l Aqua bidest (pH 7,7)
Saurer Assay-Puffer 1 ml 1 N HCl; 10 ml Assay-Puffer (pH 1-2)
Waschkonzentrat 225 g/l NaCl; 12,5 g/l Tween 20; ad 1 l Aqua
bidest
Waschlösung 40 ml Waschkonzentrat; ad 1 l Aqua bidest
Stopplösung 1 M H2SO4
Neutralisationslösung 1 M NaOH
Aktivierungslösung 1 M HCl
Mikrotiterplatten Immuno-Module, Nunc, Wiesbaden, Deutschland
Rekombinantes-Humanes TGF-beta1 TEBU, Offenbach, Deutschland
Huhn-Anti-Schwein TGF-beta1 R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
Monoklonaler Anti-Maus TGF-beta1 AK R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
Anti-Maus IgG Biotin-Konjugat Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Straptavidin Peroxidase Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
PBS steril Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Albumin (BSA) Riagrade Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
BM Blue POD Substrat Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Tween 20 Merck, Darmstadt, Deutschland
ELISA-Leser Victor™, 1420 Multilabel Counter, Wallac,
PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Schüttler Titramax 100, Heidolph, Deutschland
3.6.2 Testdurchführung
Zum Coaten der Platte wurde eine 1:500 Verdünnung des polyklonalen Huhn-Anti-Schwein
TGF-beta1 in Coating-Puffer (2 µg/ml) angesetzt. Pro Well wurden 100 µl auf die Micro-
titerplatte gegeben und mindestens 12 Stunden geschüttelt (4 °C, 500 rpm). Nach dreimaligem
Waschen mit 250 µl Waschlösung wurden sie mit 250 µl Blocking-Puffer geblockt und erneut
12 Stunden geschüttelt (4 °C, 500 rpm).
Gekühlt bei 4 °C hatten die behandelten Platten eine Haltbarkeit von einer Woche. Vor dem
Auftragen der Proben musste erneut gewaschen werden.
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Zur Proben-Aktivierung wurden 5 µl Plasma in 995 µl Assay-Puffer verdünnt und mit
1 N HCl auf einen pH-Wert von ca. 2-3 angesäuert. Nach einer Inkubationszeit von 30 min
auf Eis wurden sie mit 20 µl 1 N NaOH auf einen pH-Wert von ca. 7,4 neutralisiert und zügig
auf die Platten aufgetragen.
Vom TGF-beta1 Standard (Rekombinantes-Humanes TGF-beta1) wurden 10 µl (= 1000 pg)
in 990 µl saurem Assay-Puffer gelöst und 1:2 seriell bis zu einer Endkonzentration von
15,63 pg/ml verdünnt.
Von der Standard-Verdünnungsreihe und den aktivierten Proben wurden jeweils 100 µl pro
Well zur Messung eingesetzt und über Nacht bei 4 °C unter Schütteln mit 500 rpm inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen der inkubierten Platte mit 250 µl Waschgebrauchslösung wurden
100 µl des monoklonalen Anti-Maus TGF-beta1 Antikörpers (5 µg/ml, in Assay-Puffer) pro
Well hinzugegeben.
Nach zweistündiger Inkubation (Raumtemperatur unter Schütteln, 500 rpm) und wieder-
holtem Waschvorgang wurden jeweils 100 µl des Anti-Maus IgG (1,35 µg/ml, in Assay-
Puffer) und die Streptavidin-Peroxidase (0,125 µg/ml, in Assay-Puffer) zugegeben und
jeweils 45 min inkubiert (Raumtemperatur unter Schütteln, 500 rpm).
Die abschließende Farbreaktion wurde mit 100 µl Peroxidase-Substrat gestartet, nach 10 min
mit 50 µl 1 M H2SO4 gestoppt und bei 450 nm photometrisch im ELISA-Leser ausgewertet.
3.7 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON P-III-NP UND HYALURONAN
Die Fibroseentwicklung ist ein langsamer Prozess und lässt sich daher mit Parametern der
Zellnekrose und der metabolischen Leistungsfähigkeit schlecht erfassen. Serologische
Fibrose-Parameter sollten die Dynamik der Neusynthese und der Ablagerung (= Fibrogenese)
oder den Abbau der Matrix-Komponenten (= Fibrolyse) erfassen. Problematisch ist das un-
spezifische Vorkommen der gemessenen Peptide und Proteine, da sie nicht ausschließlich der
Fibroseentwicklung zuzuordnen sind [146].
Das Aminoterminale-Prokollagen-III-Peptid (P-III-NP) ist eine Messgröße des Kollagenstoff-
wechsels. Es wird extrazellulär vom Prokollagen-Typ-III-Molekül durch eine N-Propeptidase
abgespalten, bevor das Typ-III Kollagen in der extrazellulären Matrix abgelagert und ein
weiteres Anlagern der Typ-III Kollagen-Moleküle an die Kollagenfibrillen fortgesetzt wird.
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Der im Serum gemessene Wert stellt größtenteils die Fibrogenese und nicht das Ausmaß der
Fibrosierung dar. Es besteht eine positive Korrelation der P-III-NP Konzentration mit dem
Fortschreiten der Fibroseentwicklung und der Prokollagen Typ-I/Typ-III und TGF-beta1
mRNA-Expression im Lebergewebe. Demzufolge ist der Wert bei aktiven aber nicht bei
persistierenden Lebererkrankungen erhöht.
Ein kleiner Teil bleibt unprozessiert und kovalent am Kollagenmolekül gebunden und wird
nach eventueller Fibrolyse freigesetzt. Erhöhte Werte stellen die Fibrogenese folglich nicht
dar.
Das zirkulierende P-III-NP wird größtenteils durch rezeptorvermittelte Endozytose von den
Sinusendothelien aufgenommen und abgebaut. Daher kann es bei einer Einschränkung der
metabolischen Funktion der Leber zu erhöhten Werten kommen.
Extrahepatische Erhöhungen sind zum Beispiel bei fibrosierenden Erkrankungen der Lunge,
des Pankreas und in der Wachstumsphase zu finden [27; 157-159].
Hyaluronan ist ein Glykosaminoglykan ohne Proteinanteil. Es ist annähernd in allen Binde-
geweben zu finden. Eine Erhöhung der im Serum gemessenen Werte korreliert gut mit der
Fibroseentwicklung und der entzündlichen Aktivität. Hyaluronan spiegelt das Ausmaß der
Fibrosierung des Lebergewebes wider.
Wie P-III-NP wird die Hyaluronsäure rasch durch rezeptorvermittelte Endozytose der Sinus-
endothelien aufgenommen und abgebaut. Daher werden die im Serum analysierten Werte
durch die Freisetzung und den Abbau bestimmt und dienen als Marker der Endothelzell- und
Organfunktion [160; 161].
Es wurde in einer 4,9 ml Serum Monovette Blut entnommen und nach einer einstündigen
Gerinnungszeit bei 3000 U/min für 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert (Biofuge-
Stratos, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland). Das gewonnene Plasma wurde bis zur
Messung bei -80 °C eingefroren. Die Bestimmung wurde mit dem Hyaloronic Acid Quanti-
tative Test Kit (Chugai Diagnostics Science Co. LTD., Tokyo, Japan) und dem P-III-NP
Ria-gnost P III P Kit (CIS bio international, Gif-Sur-Yvette Cedex, Frankreich) durchgeführt.
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3.8 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG KLINISCH-CHEMISCHER PARAMETER
Neben charakteristischen klinischen Symptomen wie Ikterus, Pruritus, Blutungen und
Ödemen, äußern sich Partialreaktionen der geschädigten Leber in Konzentrations- und
Aktivitätsänderungen bestimmter Serumparameter.
Um eine eventuelle Erkrankung der Leber bei den Patienten festzustellen wurde ihnen 4,9 ml
Blut in einer Serum-Monovette entnommen und die Parameter Aspartataminotransferase
(AST), Alaninaminotransferase (ALT), gamma-Glutamyltranspeptidase (gamma-GT),
Pseudocholinesterase (PCHE) und Glutamatdehydrogenase (GLDH) vom Zentrallabor des
Universitätsklinikums Aachen nach anerkannten Standardverfahren bestimmt [1].
3.9 STATISTISCHE METHODEN
Der Vergleich von Parametern zweier unterschiedlicher Kollektive wurde mit dem Wilcoxon-
Rangsummen-Test durchgeführt. Eine Korrelation von zwei unterschiedlichen Parametern
innerhalb einer Gruppe wurde mit dem Sperman-Rangkorrelations-Koeffizient ermittelt.
Mit dem Chi-Quadrat Test sind verschiedene Häufigkeitsverteilungen der Polymorphismen in
den Kollektiven verglichen worden.
Aufgrund der multiplen Testproblematik, welche die Wahrscheinlichkeit beschreibt, dass
Ergebnisse ermittelt werden, die bei hinreichend vielen Tests einer Streuung zuzuordnen sind,
wurde ein explorativer Ansatz gewählt. Die Signifikanzen beziehen sich auf die vorliegenden
Kollektive.
Das Siginifikanzniveau wurde auf alpha = 0,05 festgelegt. Da keine Normalverteilung der
Daten vorliegt wurde der Median benutzt.
Die Berechnungen wurden mit dem Computerprogramm Med Calc® Version 4.20.011-
Windows 95/NT 1993-1998 ausgeführt.
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4 Ergebnisse
4.1 AMPLIFICATION REFRACTORY MUTATION SYSTEM (ARMS)-PCR
4.1.1 Optimierung
Um die Proben auf vier TGF-beta1 Gen-Polymorphismen (-800G>A, -509C>T, Leu10Pro,
Arg25Pro) zu untersuchen wurde die ARMS-PCR eingesetzt. Optimiert wurde sie nach
folgendem Protokoll in einem 50 µl Ansatz mit den Primern des Polymorphismus Arg25Pro
(siehe Tabelle 2a):
· 200 ng dsDNA; 0,3 µM je Primer; 0,2 mM dNTP-Mix; 1,5 mM MgCl2; 1x PCR-Puffer
und 1,5 U Taq-Polymerase.
· 3 Zyklen Denaturierung (95 °C für 1 min), Annealing (55 °C für 1 min), Extension (72 °C
für 1 min); 37 Zyklen Denaturierung (94° C für 45 s), Annealing (55° C für 45 s),
Extension (72° C für 1 min); 1 Zyklus Denaturierung (94 °C für 45 s), Annealing (55 °C
für 45 s) und ein abschließender Extensionsschritt (72 °C für 10 min).
Als Ergebnis zeigten sich zahlreiche unspezifische Produkte. Das erwünschte Produkt von
197 bp Länge wurde nicht amplifiziert. Der Polymorphismus in Codon 25 wurde nicht
erkannt (siehe Abbildung 4).
Nun wurde die Annealingtemperatur bei gleichem Reaktionsansatz schrittweise bis 68 °C
erhöht, um ein spezifischeres Binden der Primer zu erzielen. Das PCR-Programm entsprach
den vorherigen Bedingungen. Auch hier war das erwünschte Produkt nicht zu erhalten.
Durch weitere Veränderungen der Konzentrationen (0,1-0,3 µM je Primer; 0,5-1,5 U
Taq-Polymerase; 0,5-1,5 mM MgCl2; 25-200 ng dsDNA), des PCR-Programms (Annealing
2 min; Extension 3 min) und der Annealingtemperaturen (60 °C bis 65 °C) konnte keine
spezifischere Amplifikation erreicht werden.
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Abbildung 4:
Unspezifische ARMS-PCR des Arg25Pro (CGG>CCG)
Polymorphismus in Codon 25.
Primerpaar A = For(Arg25G) + Rev(Arg25Pro|Leu10Pro)
Primerpaar B = For(Pro25C) + Rev(Arg25Pro|Leu10Pro).
Patientenproben = I, II, III; M = Größenmarker 100 bp.
Nun wurde eine Hot-Start PCR durchgeführt. Die schon bei den vorherigen Reaktionen ein-
gesetzte Taq-Polymerase wurde erst nach fünfminütiger Erhitzung des Reaktionsansatzes bei
95 °C hinzugegeben, woran sich die Zyklen des PCR-Programms mit einer Annealing-
temperatur von 52 °C anschlossen. Die Bindung der Primer und die nachfolgende
DNA-Synthese konnte wesentlich verbessert werden.
Durch Verwendung einer modifizierten Taq-Polymerase (Hot-Start Polymerase), die initial
10 min bei 95 °C aktiviert werden musste, wurde das erwartete Produkt ohne Zusatzprodukte
gut amplifiziert (siehe Abbildung 5). Die nun spezifische ARMS-PCR zeigte sich im Aus-
bleiben der Amplifikation mit dem Primer For(Pro25C) und einer Amplifikation mit
For(Arg25G).
Dieses Vorgehen ist nach Änderungen der Annealingtemperatur und der Konzentrationen der
Reaktionsparameter auf die PCR-Ansätze der anderen Primer abgestimmt und übertragen
worden.
I I
Primerpaar A Primerpaar BM
II III IIIII
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Abbildung 5:
ARMS-PCR des Arg25Pro (CGG>CCG) Polymorphismus in Codon 25.
Primerpaar A = For(Arg25G) + Rev(Arg25Pro|Leu10Pro)
Primerpaar B = For(Pro25C) + Rev(Arg25Pro|Leu10Pro). Produktlänge 197 bp.
Patientenproben = I: homozygot CC, II: homozygot GG, III: heterozygot CG.
M = Größenmarker 100 bp. Im zweiten Bild ist kein Größenmarker abgebildet.
* = Artefakt durch Primerdimere, kein Amplifikat.
4.1.2 Durchführung
Alle Proben wurden nach den folgenden Protokollen auf vier TGF-beta1 Gen-Polymor-
phismen (-800G>A, -509C>T, Leu10Pro, Arg25Pro) (siehe Abbildung 1) mit der
ARMS-PCR untersucht.
Bei dem Nachweis wurde eine Hot-Start PCR unter Verwendung einer modifizierten
Taq-Polymerase (AmpliTaq Gold™, PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) durch-
geführt. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 2a aufgeführt. Die Reaktion wurde in einem
Volumen von 50 µl mit positiven und negativen Kontrollen nach folgendem Protokoll durch-
geführt:
· 50 ng dsDNA; 0,2 mM dNTP-Mix; 1,0 mM MgCl2; 1x  PCR-Puffer und 2 U
Taq-Polymerase. Für die Polymorphismen -800G>A und -509C>T sind 0,1 µM und für
Leu10Pro und Arg25Pro 0,2 µM je Primer verwendet worden.
I
I II III
II III
M
Primerpaar A
Primerpaar B
*
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· Initiale Denaturierung (95 °C für 10 min); 3 Zyklen Denaturierung (94 °C für 1 min),
Annealing (63 °C oder 64 °C für 1 min), Extension (72 °C für 1 min); 37 Zyklen
Denaturierung (94 °C für 45 s), Annealing (63 °C oder 64 °C für 45 s), Extension (72 °C
für 1 min); 1 Zyklus Denaturierung (94 °C für 45 s), Annealing (63 °C oder 64 °C für
45 s) und ein abschließender Extensionsschritt (72 °C für 10 min).
Für die Polymorphismen -800G>A, -509C>T, Arg25Pro wurde eine Annealingtemperatur
von 63 °C und für Leu10Pro von 64 °C benötigt.
Die Größen der Amplifikationsprodukte waren 230 bp bei -800G>A, 340 bp bei -509C>T,
241 bp bei Leu10Pro und 197 bp bei Arg25Pro.
4.2 SEQUENZIERUNG
Um zu überprüfen, ob die ARMS-PCR Methode den vorliegenden Polymorphismus aufdeckt,
wurden Proben sequenziert und mit dem Ergebnis der ARMS-PCR verglichen.
4.2.1 Amplifikation der Zielsequenz
Zur Optimierung der Amplifikation des entsprechenden DNA-Abschnitts, der einen der vier
TGF-beta1 Gen-Polymorphismen (-800G>A, -509C>T, Leu10Pro, Arg25Pro) beinhaltet,
wurden PCR-Ansätze mit verschiedenen Konzentrationen (0,1-0,2 µM Primer; 0,5-1,5 U
Taq-Polymerase; 100-200 ng dsDNA) auf Eis in einem Volumen von 50 µl angesetzt. Die
verwendeten Primer sind in Tabelle 2b aufgeführt. Als bestmöglich zeigte sich folgendes
PCR-Protokoll:
· 150 ng dsDNA; 0,2 µM je Primer; 0,2 mM dNTP-Mix; 1,0 mM MgCl2; 1x PCR-Puffer
und 1,5 U Taq DNA-Polymerase.
· 3 Zyklen Denaturierung (94 °C für 1 min), Annealing (63 °C oder 64 °C für 1 min),
Extension (72 °C für 1 min); 37 Zyklen Denaturierung (94 °C für 45 s), Annealing (63 °C
oder 64 °C für 45 s), Extension (72 °C für 1 min); 1 Zyklus Denaturierung (94 °C für
45 s), Annealing (63 °C oder 64 °C für 45 s) und ein abschließender Extensionsschritt
(72 °C für 10 min).
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Für den -509C>T Polymorphismus wurde eine Annealing Temperatur von 63 °C und für
-800G>A, Leu10Pro und Arg25Pro eine Annealingtemperatur von 64 °C eingesetzt.
Die Größen der Amplifikationsprodukte waren 291 bp bei -800G>A, 207 bp bei -509C>T und
224 bp bei Leu10Pro und Arg25Pro.
Nach Darstellung der Reaktionsprodukte auf einem 2 %igem Agarose Gel, wurden gleiche
Proben gepoolt, um eine höhere DNA-Konzentration zu erreichen.
4.2.2 Aufreinigen der PCR-Produkte
Eine Aufreinigung der Produkte war nötig, um Substanzen wie nicht abgetrennte Primer,
Salze, freie Nukleotide und Polymerasen zu entfernen, die die nachfolgende Sequenzierungs-
reaktion beeinflussen könnten. Bei dem eingesetzten High Pure PCR Purification Kit (Roche,
Grenzach-Wyhlen, Deutschland) sollten die DNA-Fragmente eine Mindestlänge von 100 bp
haben. Dies war bei allen Produkten der Fall.
4.2.3 Sequenzierungs-PCR und Sequenzierung
Ein Einsatz von 100 ng dsDNA anstelle von 10 ng, eine Steigerung der Primerkonzentration
von 0,1 µM auf 0,5 µM und eine Lösung der Primer in HPLC-H2O erwies sich in der Sequen-
zierungsreaktion als ideal. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 2b aufgeführt.
Die Sequenzierungs-PCR wurde nach einer Konzentrationsbestimmung der Proben im Photo-
meter in einem 20 µl Ansatz nach folgendem Protokoll durchgeführt:
· 8 µl Big Dye Terminator Premix; 0,5 µM je Primer; 100 ng dsDNA; ad 20 µl HPLC-
Wasser.
· 25 Zyklen Denaturierung (96 °C für 1 min), Annealing (60 °C für 5 s) und Extension
(60 °C für 4 min).
Nachfolgend wurden die Reaktionsprodukte gereinigt (Centri-Sep Säulen, PE-Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA), um überschüssige fluoreszenzmarkierte Primer zu entfernen
und in einem Speed-Vac System (Centrivac, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland)
getrocknet.
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Jede Probe wurde in 25 µl TSR-Reagenz aufgenommen und bei 95 °C für 2 min denaturiert.
Nun konnten die Proben in eine Kapillare geladen und elektrophoretisch aufgetrennt werden
(30 s Injektionszeit, Laufzeit 120 min, 2000 V). Die Auswertung der Daten erfolgte mit der
ABI PRISM™ Sequencing Analysis Version 3.01b3 Software.
4.2.4 Sequenzierungs-Elektropherogramme
Exemplarisch sind die Sequenzierungs-Elektropherogramme von heterozygoten Allelträgern
der vier TGF-beta1 Gen-Polymorphismen (-800G>A, -509C>T, Leu10Pro, Arg25Pro) abge-
bildet.
Abbildung 6:
Sequenzierungs-Elektropherogramme heterozygoter TGF-beta1 Gen-Polymorphismen -800G>A, -509C>T,
Leu10Pro (CTG>CCG) und Arg25Pro (CGG>CCG).
A, T, C, G = Basenbezeichnung; S = heterozygoter Genotyp G/C; Y = heterozygoter Genotyp C/T;
R = heterozygoter Genotyp G/A.
[-509C>T]
[Leu10Pro] [Arg25Pro]
[-800G>A]
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4.3 VERTEILUNG DER GENOTYPEN
Die Ergebnisse der TGF-beta1 Genotypisierung sind in Tabelle 4 dargestellt. Die BB und
CHI Kollektive wurden zusammengefasst und mit dem INN Kollektiv verglichen.
Der Häufigkeitsunterschied des 25ArgPro Allels (BB+CHI = 7,2 % vs. INN = 20,8 %) war
signifikant. Bei dem INN Kollektiv tendierte die Häufigkeit des 25ArgArg Allels zu
niedrigeren Werten (BB+CHI = 90,7 % vs. INN = 79,2 %). Das 25ProPro Allel war nur in der
Kontrolle vorhanden (BB+CHI = 2,1 %).
Die Häufigkeitsverteilungen der anderen Genotypen zeigten keine signifikanten Unterschiede.
Genotyp BB + CHI INN p-Wert
-800 GG 80 (82,5 %) 39 (81,3 %) 0,9597
GA 16 (16,5 %) 8 (16,7 %) 0,8442
AA 1 (1,0 %) 1 (2,0 %) 0,7860
-509 CC 54 (55,7 %) 25 (52,0 %) 0,8098
CT 31 (32,0 %) 19 (39,6 %) 0,4748
TT 12 (12,3 %) 4 (8,4%) 0,6749
10LeuLeu 44 (45,4 %) 18 (37,5 %) 0,4713
10LeuPro 37 (38,1 %) 20 (41,7 %) 0,8166
10ProPro 16 (16,5 %) 10 (20,8 %) 0,6872
25ArgArg 88 (90,7 %) 38 (79,2 %) 0,0964
25ArgPro 7 (7,2 %) 10 (20,8 %) 0,0359
25ProPro 2 (2,1 %) - - 0,7951
Tabelle 4:
Verteilung der TGF-beta1 Genotypen. Blutspender (BB)
und Chirurgische Patienten (CHI) wurden zusammen-
gefasst und dienten als Kontrolle gegenüber den
Patienten mit Leberfibrose (INN).
4.4 KONZENTRATION VON TGF-BETA1, P-III-NP UND HYALURONAN
Die Kollektive wurden bezüglich der Konzentrationen von TGF-beta1, Hyaluronan und
P-III-NP unabhängig voneinander untersucht (siehe Abbildung 7a-c). Zusätzlich ist die
Gruppe CHI in prä- und postoperative Patienten unterteilt worden (CHI-prä OP,
CHI-post OP), um eine Veränderung der Werte durch operative Eingriffe auszuschließen.
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Bei den Box-Whisker Plots der Abbildungen 7 beinhaltet die zentrale Box die Werte der 25 
bis 75 Perzentile. Die zentrale Linie markiert den Median. Die vertikalen Linien erstrecken
sich von minimalen zu maximalen Werten. Ausreißer sind durch einzelne Punkte dargestellt.
Die gestrichelten Bereiche bezeichnen den jeweiligen Referenzbereich.
Die Hyaluronan Serumkonzentrationen waren zwischen BB und CHI total (BB: Median =
20,0 µg/l, Q25 %-Q75 % = 11,0-32,0 µg/l; CHI total: Median = 52,5 µg/l, Q25 %-Q75 % = 22,0-
101,0 µg/l; p = 0,0001) und zwischen BB und INN (INN: Median = 42,0 µg/l,
Q25 %-Q75 % = 18,3-126,8 µg/l; p = 0,0001) unterschiedlich. Die höchste Konzentration von
Hyaluronan wurde in der CHI-prä OP Gruppe gemessen (Median = 54,5 µg/l, Q25 %-Q75 % =
24,0-92,0 µg/l) (siehe Abbildung 7a).
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Abbildung 7a:
Box-Whisker Plots der zirkulierenden
Konzentrationen von Hyaluronan (Serum).
Blutspender (BB), Chirurgische Patienten
(CHI), Patienten mit Leberfibrose (INN).
Die P-III-NP Serumkonzentrationen waren sowohl zwischen der BB und CHI total Gruppe
(BB: Median = 601,5 U/l, Q25 %-Q75 % = 523,0-671,0 U/l; CHI total: Median = 868,6 U/l,
Q25 %-Q75 % = 661,6-1201,4 U/l; p = 0,0001), als auch zwischen BB und INN (INN: Median =
962,0 U/l, Q25 %-Q75 % = 809,0-1203,0 U/l; p = 0,0001) unterschiedlich. Hier zeigte INN im
Median die höchsten P-III-NP Werte (siehe Abbildung 7b).
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Abbildung 7b:
Box-Whisker Plots der zirkulierenden
Konzentrationen von P-III-NP (Serum).
Blutspender (BB), Chirurgische Patienten
(CHI), Patienten mit Leberfibrose (INN).
Die Plasmakonzentrationen von totalem TGF-beta1 wiesen signifikante Differenzen zwischen
BB und INN auf. Die INN Patienten hatten die höchsten Plasmakonzentrationen dieses
Zytokins (BB: Median = 12,4 µg/l, Q25 %-Q75 % = 7,9-18,9 µg/l; INN: Median = 20,4 µg/l,
Q25 %-Q75 % = 8,54-34,64 µg/l; p = 0,0209). Die CHI total Gruppe zeigte keinen Unterschied
zu den anderen Gruppen (CHI total: Median = 12,9 µg/l, Q25 %-Q75 % = 8,9-22,2 µg/l) (siehe
Abbildung 7c).
Insgesamt zeigte sich eine schwache Korrelation der Serumkonzentrationen von P-III-NP und
Hyaluronan (r = 0,538; p = 0,001). Zwischen den Spiegeln von TGF-beta1, Hyaluronan und
P-III-NP war keine Korrelation vorhanden.
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Abbildung 7c:
Box-Whisker Plots der zirkulierenden Kon-
zentrationen von totalem TGF-beta1 (Plasma).
Blutspender (BB), Chirurgische Patienten
(CHI), Patienten mit Leberfibrose (INN).
4.5 POLYMORPHISMEN UND TGF-BETA1 KONZENTRATION
Bei Patienten mit Leberfibrose (INN), die den Genotyp 25ArgArg trugen, war die mediane
TGF-beta1 Konzentration höher als bei 25ArgPro (siehe Tabelle 5). Patienten, die homozygot
in Codon 10 waren (LeuLeu oder ProPro) zeigten höhere mediane Werte als heterozygote
(LeuPro). Diese Ergebnisse blieben jedoch ohne statistische Signifikanz.
Durch die Polymorphismen der Promotorregion, -800G>A und -509C>T, zeigte sich keine
Beeinflussung der TGF-beta1 Konzentration.
Keine Effekte auf die TGF-beta1 Plasmakonzentration hatten die Polymorphismen in den
Kontrollgruppen (BB, CHI).
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Genotyp n Median Q25% Q75% Min Max
-800GG 38 19,5 8,3 34,3 1,2 64,8
GA 8 22,3 8,0 35,0 2,3 39,6
AA 1 42,4 - - - -
-509CC 24 18,4 11,1 34,9 1,2 59,6
CT 19 22,8 6,9 38,4 2,8 64,8
TT 4 10,9 5,5 17,4 2,6 21,3
10LeuLeu 17 20,4 9,9 35,6 2,3 59,6
10LeuPro 20 13,8 7,3 35,9 1,2 64,8
10ProPro 10 21,6 8,3 32,4 2,6 41,6
25ArgArg 37 21,3 8,3 34,6 2,3 64,8
25ArgPro 10 13,8 12,1 34,8 1,2 41,6
25ProPro - - - - - -
Tabelle 5:
TGF-beta1 (µg/l) Plasmakonzentrationen der Patienten mit
Leberfibrose (INN) in Bezug auf die verschiedenen Geno-
typen (Q25% = 25 % Quantil, Q75% = 75 % Quantil).
4.6 POLYMORPHISMEN, AUSPRÄGUNG UND AKTIVITÄT DER LEBERFIBROSE
Tabelle 6 zeigt die Verteilung der Genotypen in Bezug auf die Ausprägung (Staging) der
Leberfibrose des INN Kollektives. Die Spannweite der Werte betrug F0 bis F4.
Die Patienten mit dem Genotyp 25ArgPro zeigten eine höhere signifikante Fibroseausprägung
(Median = F3) als Patienten mit 25ArgArg (Median = F2; p = 0,0236). Zusätzlich war der
Genotyp 10LeuPro von Codon 10 mit einem signifikant höherem Staging (Median = F3) als
10LeuLeu und 10ProPro (Median = F2; p = 0,0236) assoziiert.
Bezüglich der Polymorphismen -800G>A und -509C>T war kein Unterschied zu finden.
Der Vergleich von Genotypkombinationen der höheren Fibroseausprägung
(10LeuPro/25ArgPro; n = 7; Median = F3 (F0 = 0; F1 = 1 (14,3 %); F2 = 1 (14,3 %); F3 =
2 (28,6 %); F4 = 3 (42,8 %)) mit anderen Möglichkeiten ((10LeuLeu/25ArgArg) +
(10LeuPro/25ArgArg) + (10ProPro/25ArgArg) + (10ProPro/25ArgPro); n = 39; Median = F2
(F0 = 6 (15,4 %); F1 = 6 (15,4 %); F2 = 13 (33,3 %); F3 = 9 (23,1 %); F4 = 5 (12,8 %)) zeigte
nur einen mäßigen Unterschied (F3 vs. F2; p = 0,0688).
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Genotyp n Median F0 F1 F2 F3 F4
-800GG 37 2 6 (16,2 %) 6 (16,2 %) 9 (24,3 %) 9 (24,3 %) 7 (19,0 %)
GA 8 2 - - 5 (62,5 %) 2 (25,0 %) 1 (12,5 %)
AA 1 1 - 1 (100 %) - - -
-509CC 25 2 4 (16,0 %) 5 (20,0 %) 8 (32,0 %) 4 (16,0 %) 4 (16,0 %)
CT 18 3 2 (11,1 %) 2 (11,1 %) 4 (22,2 %) 6 (33,4 %) 4 (22,2 %)
TT 3 2,3 - - 2 (66,7 %) 1 (33,3 %) -
10LeuLeu 18 2 4 (22,2 %) 4 (22,2 %) 7 (38,9 %) 2 (11,1 %) 1 (5,6 %)
10LeuPro 19 3 1 (5,2 %) 3 (15,8 %) 3 (15,8 %) 6 (31,6 %) 6 (31,6 %)
10ProPro 9 2 1 (11,1 %) - 4 (44,5 %) 3 (33,3 %) 1 (11,1 %)
25ArgArg 36 2 6 (16,7 %) 6 (16,7 %) 12 (33,3 %) 8 (22,2 %) 4 (11,1 %)
25ArgPro 10 3 - 1 (10,0 %) 2 (20,0 %) 3 (30,0 %) 4 (40,0 %)
25ProPro - - - - - - -
Tabelle 6:
Ausprägung der Fibrose (Staging) [F1-F4] in Bezug auf die verschiedenen TGF-beta1 Genotypen.
Tabelle 7 zeigt die Verteilung der Genotypen in Bezug auf die histologische Aktivität
(Grading) der Leberfibrose des INN Kollektives. Die Spannweite der Werte betrug A0 bis
A3.
Patienten mit dem Genotyp 25ArgPro (Median = A1,5) erreichten ein signifikant höheres
Grading als Patienten mit 25ArgArg (Median = A1; p = 0,0345). Weitere Unterschiede waren
zwischen den Allelkombinationen nicht erkennbar.
Genotyp n Median A0 A1 A2 A3
-800GG 34 1 7 (20,6 %) 18 (52,9 %) 6 (17,6 %) 3 (8,9 %)
GA 7 1 2 (28,6 %) 4 (57,1 %) 1 (14,3 %) -
AA 1 1 - 1 (100 %) - -
-509CC 23 1 4 (17,4 %) 15 (65,2 %) 2 (8,7 %) 2 (8,7 %)
CT 16 1 5 (31,2 %) 5 (31,2 %) 5 (31,2 %) 1 (6,4 %)
TT 3 1 - 3 (100 %) - -
10LeuLeu 18 1 4 (22,2 %) 12 (66,7 %) 2 (11,1 %) -
10LeuPro 15 1 4 (26,6 %) 7 (46,7 %) 1 (6,7 %) 3 (20,0 %)
10ProPro 9 1 1 (11,2 %) 4 (44,4 %) 4 (44,4 %) -
25ArgArg 34 1 9 (26,5 %) 19 (55,9 %) 5 (14,7 %) 1 (2,9 %)
25ArgPro 8 1,5 - 4 (50,0 %) 2 (25,0 %) 2 (25,0 %)
25ProPro - - - - - -
Tabelle 7:
Histologische Aktivität (Grading) [A1-A3] in Bezug auf die verschiedenen TGF-beta1
Genotypen.
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4.7 POLYMORPHISMEN UND PROGRESSION DER LEBERFIBROSE
4.7.1 METAVIR-System und Bestimmung der Infektionsdauer
In die Berechnung sind nur Patienten mit bekannter Hepatitis-C Virus-Infektionsdauer ein-
gegangen. Daher ist die Anzahl der Patienten geringer als das gesamte INN Kollektiv.
Die Fibroseprogression pro Jahr wurde durch das Verhältnis des Staging in METAVIR-
Einheiten (F0-F4) zur Dauer der HCV-Infektion in Jahren berechnet [151; 162]. Zum Beispiel
liegt bei einem Patienten mit einem Staging von F3 und einer Infektionsdauer von 10 Jahren
eine Fibroseprogression von 0,3 Einheiten/Jahr vor (F3/10 Jahre).
Die Leberbiopsien der Fibrosepatienten des INN Kollektivs wurden durch einen Pathologen
nach dem METAVIR-System ausgewertet [148; 151; 153]. Angaben über den klinischen
Verlauf, Ätiologien und Diagnosen waren ihm nicht bekannt. Die Biopsien wurden durch
perkutane oder transjuguläre Leberpunktionen gewonnen und zeigten eine Länge von 0,40 cm
bis 3,30 cm (Median = 1,95 cm). Sie wurden mit einer HE- und Ladewig-Färbung für die
Bewertung der histologischen Aktivität und der bindegewebigen Anteile gefärbt.
Zur Berechnung der Fibroseprogression musste die Infektionsdauer der Hepatitis-C Virus
infizierten Patienten bestimmt werden. Bei einem nicht eindeutigen Infektionszeitpunkt wurde
dieser geschätzt. Bei einer Patientenangabe wie „intravenöser Drogenabusus von 1980 bis
1990“ wurde davon ausgegangen, dass eine Infektion innerhalb der ersten Jahre der Drogen-
abhängigkeit stattfand. In diesem Fall wurde das Jahr 1983 zu Berechnung eingesetzt.
Bei Infektionen, die nicht auf einen Drogenabusus beruhten, lag meist ein Unfall, eine Blut-
transfusion oder eine Operation zu Grunde. War der Infektionszeitpunkt nicht eindeutig,
wurde das wahrscheinlichste Ereignis herangezogen, z.B. „Blinddarm-OP als Kind in
Russland mit Bluttransfusion 1960“ oder „Autounfall mit massiven Verbrennungen 1976“.
Proben, bei denen keine Daten zu ermitteln, oder die zu unsicher waren, wurden nicht in die
Studie aufgenommen.
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4.7.2 Auswertung
Patienten mit dem Genotyp 25ArgPro entwickeln signifikant schneller eine Fibrose (Median =
0,23 Einheiten/Jahr) als die mit 25ArgArg (Median = 0,08 Einheiten/Jahr; p = 0,0318) (siehe
Tabelle 8).
Diejenigen mit 10LeuPro (Median = 0,16 Einheiten/Jahr; p < 0,02) und 10ProPro (Median =
0,18 Einheiten/Jahr; p < 0,02) zeigten eine schnellere Fibroseentwicklung als die mit
10LeuLeu (Median = 0,06 Einheiten/Jahr). Bei den Allelen -800G>A und -509C>T war kein
Unterschied zu erkennen (siehe Tabelle 8).
Patienten mit mindestens einem Pro an Position 10 und/oder 25 entwickelten signifikant
schneller eine Fibrose (Median = 0,16 Einheiten/Jahr; Q25 %-Q75 % = 0,11-0,5; n = 14;
p < 0,01) als die ohne Pro (Median = 0,06 Einheiten/Jahr; Q25 %-Q75 % = 0,02-0,085; n = 12).
Es war kein signifikanter Unterschied in der Alters- und Geschlechterverteilung zwischen den
Genotypen 25ArgArg (Median = 42 Jahre; m18, w20) und 25ArgPro (Median = 45 Jahre; m7,
w3) und zwischen 10LeuLeu (Median = 45 Jahre; m9, w9), 10LeuPro (Median = 43 Jahre;
m13, w7) und 10ProPro (Median = 49 Jahre; m3, w7) zu erkennen.
Genotyp n Median Q25% Q75% Min Max
-800GG 21 0,08 0,05 0,23 - 0,57
GA 5 0,11 0,08 0,17 0,06 0,23
AA - - - - - -
-509CC 15 0,08 0,04 0,17 - 0,25
CT 9 0,12 0,07 0,26 0,05 0,57
TT 2 0,20 0,11 0,29 0,11 0,29
10LeuLeu 12 0,06 0,02 0,09 - 0,23
10LeuPro 10 0,16 0,07 0,25 0,05 0,57
10ProPro 4 0,18 0,12 0,27 0,11 0,29
25ArgArg 21 0,08 0,05 0,14 - 0,57
25ArgPro 5 0,23 0,17 0,24 0,12 0,25
25ProPro - - - - - -
Tabelle 8:
Progressionsrate der Fibrose (Einheiten/Jahr) in Bezug auf
verschiedene TGF-beta1 Genotypen. Die Progressionsrate
ist definiert als Staging (F0-F4)/Infektionsdauer in Jahren
(Q25% = 25 % Quantil, Q75% = 75 % Quantil).
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5 Diskussion
Ein wichtiger Faktor bei der Entwicklung von chronisch inflammatorischen Leber-
erkrankungen ist die Ausbildung einer Leberfibrose durch eine gesteigerte Produktion und
Ablagerung von extrazellulärer Matrix im nekroinflammatorischen Lebergewebe [163].
Zahlreiche Studien und Experimente zeigen, dass Transforming Growth Factor-beta1
(TGF-beta1) eine zentrale Rolle in der Fibroseentwicklung spielt [18; 49; 164]. Dieses
Zytokin fördert neben der Aktivierung und Transdifferenzierung von Retinoid-speichernden
Hepatic Stellate Cells (HSC) zu extrazellulärer Matrix produzierenden Myofibroblasten
(MFB) die Expression zahlreicher extrazellulärer Matrix-Moleküle [15]. Es inhibiert ihren
Abbau durch Syntheseverminderung von Matrix-Metalloproteinasen und Steigerung der
Expression der jeweiligen Inhibitoren [165]. TGF-beta1 ist ebenso ein Induktor der Apoptose
von Hepatozyten [164; 166].
Die Ausbildung einer Leberfibrose ist ein fortschreitender Prozess mit großen individuellen
Unterschieden in Bezug auf die zeitliche Progredienz. Gezeigt wurde dies unter anderem in
einer Studie der METAVIR Cooperative Study Group [151]. Hier wurden bei Hepatitis-C
Virus (HCV) infizierten Patienten drei unterschiedliche Gruppen der Fibroseentwicklung
beobachtet. Eine schnelle (Median = 20 Jahre), eine mittelmäßige und eine langsame bzw.
keine (Median = 50 Jahre) Fibroseentwicklung. Faktoren wie Alter, Alkoholkonsum und
männliches Geschlecht sind als zusätzliche Risikofaktoren beschrieben worden.
Das hauptsächliche Ergebnis diese Studie ist eine Assoziation des Polymorphismus 25ArgPro
in der Signalsequenz des TGF-beta1 Gens mit einer schnellen Fibroseprogression von
0,23 Einheiten/Jahr bei HCV infizierten Patienten, berechnet nach dem METAVIR-System
[151]. Die mediane Fibrosezunahme der Personen mit dem Polymorphismus 25ArgArg war
mit 0,08 Einheiten/Jahr signifikant niedriger.
Die Assoziation einer schnellen und langsamen Fibroseentwicklung mit den TGF-beta1
Genotypen 25ArgArg und 25ArgPro ist ähnlich zur histologischen Ausprägung (Staging) und
histologischen Aktivität (Grading) der Fibrose.
Die Bedeutung des 25ArgPro Allels zeigt sich auch in der Häufigkeit des Auftretens. In der
Gruppe der Patienten mit Leberfibrose kam dieser Genotyp signifikant häufiger im Vergleich
zum Kontrollkollektiv vor (20,8 % vs. 7,2 %; p = 0,0359).
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Desweiteren zeigen die Genotypen im Codon 10 mit mindestens einem Pro Allel (10LeuPro
und 10ProPro) eine schnellere Fibroseprogression und der Genotyp 10LeuPro ein höheres
Staging.
Kein signifikanter Unterschied war in der Alters- und Geschlechterverteilung zwischen den
Genotypen zu erkennen (25ArgArg: Median = 42 Jahre, m18, w20; 25ArgPro: Median =
45 Jahre, m7, w3; 10LeuLeu: Median = 45 Jahre, m9, w9; 10LeuPro: Median = 43 Jahre, m13,
w7; 10ProPro: Median = 49 Jahre, m3, w7). Dies zeigt im Gegensatz zur METAVIR-Studie,
dass das Alter und das Geschlecht nicht mit einem höheren Risiko verbunden sind eine hepa-
tische Fibrose auszubilden [151].
Die Polymorphismen der Promotorregion, -800G>A und -509C>T, haben keine Unterschiede
in der Progression, im Staging und im Grading.
Diese Arbeit ergänzt eine Studie von Powell et al., welche einen Zusammenhang zwischen
TGF-beta1 und Angiotensin Genotypen und der Fibroseprogression bei HCV infizierten
Patienten aufzeigt [138]. In der vorliegenden und der Arbeit von Powell et al. werden Poly-
morphismen des Codon 25 als mögliche Faktoren der Fibroseentwicklung unterschiedlich
bewertet.
Die Arbeit von Powell et al. beschreibt 25ArgArg homozygote Patienten mit einer gesteigerten
Fibroseprogression im Vergleich zu 25ArgPro. Bei der vorliegenden Arbeit jedoch ist der
Genotyp 25ArgPro für eine schnelle Fibroseentwicklung verantwortlich. Desweiteren zeigt
25ArgPro ein höheres Grading und Staging.
Ähnlich ist in beiden Arbeiten hingegen das häufige Auftreten des Genotyps 25ArgArg und
das seltene Erscheinen von 25ProPro bei Patienten mit Leberfibrose. Die Verteilungen der
Genotypen des Codon 10 sind ebenfalls vergleichbar.
In einer Arbeit von Awad et al. wurde beschrieben, dass in vitro stimulierte Leukozyten von
Patienten mit einem ArgArg Genotyp in Codon 25 signifikant mehr totales TGF-beta1
produzieren als Träger des 25ArgPro Genotyps [57]. Deshalb wird dort 25ArgArg als
high TGF-beta1 producer, der heterozygote 25ArgPro Genotyp als low TGF-beta1 producer
bezeichnet.
Gleichermaßen zeigen in der vorliegenden Arbeit die Fibrosepatienten mit dem Genotyp
25ArgArg höhere TGF-beta1 Plasmakonzentrationen (Median = 21,3 µg/l) als jene mit dem
Genotyp 25ArgPro (Median = 13,8 µg/l). Auch weisen die Patienten mit Fibrose signifikant
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höhere Konzentrationen auf als die gesunden Blutspender (INN: Median = 20,4 µg/l; BB:
Median = 12,4 µg/l; p = 0,0209).
Zu bemerken ist, daß der Genotyp 25ArgArg, der mit höheren Konzentrationen assoziiert ist,
für eine langsamere Fibroseentwicklung (Median = 0,08 Einheiten/Jahr) steht. Bei Patienten
mit dem Genotyp der schnellen Fibroseentwicklung 25ArgPro (Median = 0,23 Einheiten/Jahr)
liegt eine niedrigere mediane Konzentration vor.
Diesbezüglich ist anzuführen, dass in dieser und in der Studie von Awad et al. [57] totale
TGF-beta1 Konzentrationen gemessen wurden, welche nicht für die biochemischen Funkti-
onen verantwortlich sind. Es ist bekannt, dass der größte Teil dieses Zytokins in einem
latenten, nicht aktiven Komplex vorliegt, gebunden an dem latent TGF-beta1 binding protein
[167] und an alpha2-Makroglobulin [168]. Desweiteren ist die Produktion von TGF-beta1 in
peripheren Blutzellen nicht repräsentativ für die lokale Synthese in nekroinflammatorischem
Lebergewebe, da dieses Zytokin hauptsächlich auf parakriner Ebene wirkt. Es bleibt unklar,
inwieweit die untersuchten Genpolymorphismen die leberspezifische Transkription, Trans-
lation, Sekretion und extrazelluläre Aktivierung von TGF-beta1 beeinflussen.
Referenzwerte der TGF-beta Plasmakonzentrationen liegen in der derzeitigen Literatur nicht
vor. Die Spannweite ist beim gesunden Probanden sehr variabel [66]. Es ist ebenso zu berück-
sichtigen, dass das angewendete Testverfahren einen erheblichen Einfluss auf die gemessene
Konzentration hat [53; 66].
Über biochemische Zusammenhänge zwischen den TGF-beta1 Polymorphismen und der Pro-
gression einer hepatischen Fibrose bei HCV infizierten Patienten ist nur wenig bekannt.
Die Polymorphismen Leu10Pro und Arg25Pro befinden sich am 5´-Ende der Signalsequenz
des Proteins. Die Schnittstelle der Signalsequenz liegt im Bereich des Codons 29. Sie zeigt
eine polare C-terminale Region, ein hydrophobes Zentrum und einen positiv geladenen
N-Terminus. Die Aufgabe der Signalsequenz liegt wahrscheinlich im Transport des Proteins
durch die Membran des endoplasmatischen Retikulums [169; 170].
Der Polymorphismus des Codons 10 befindet sich im hydrophoben Zentrum. Bei einem Aus-
tausch zwischen Leu und Pro muss es nicht unbedingt zu einer Änderung der Funktion der
Signalsequenz kommen, da beide apolar geladen sind. Jedoch verhält sich die Aminosäure
Pro mit ihrem heterozyklischen Aufbau durch Einfügung von Brüchen und Knicken und die
dadurch veränderte dreidimensionale Struktur als Helixbrecher [171].
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Der Polymorphismus Arg25Pro befindet sich nahe des 3´-Endes des hydrophoben Zentrums.
Auch hier wäre ein Einfluss durch den Austausch möglich, da es zum Wechsel zwischen einer
großen, basischen (Arg) und einer kleinen, apolaren (Pro) Aminosäure kommt.
Beide Modifikationen durch die Polymorphismen des Codons 10 und 25 könnten sich auf die
Abspaltung der Signalsequenz und die Ausschleusung des Proteins auswirken, was eine
Wirkung auf TGF-beta1 gesteuerte Prozesse haben könnte [102; 172].
Das die beiden Polymorphismen -800G>A und -509C>T keinen Einfluss auf die TGF-beta1
Plasmakonzentrationen, dem Staging, dem Grading und der zeitlichen Progression einer
Leberfibrose haben, könnte an der Lage in der Promotorregion des TGF-beta1 Gens liegen.
Da dieser Bereich nicht transkribiert wird, kommt es zu keiner Änderung der Proteinstruktur
und somit nicht zwangsläufig zu einer veränderten Wirkung des Moleküls. Jedoch dient die
Promotorsequenz der Initiation der Transkription. So können dort befindliche Polymorphis-
men zu einer Änderung der Transkriptionsrate und zu einer Abschwächung oder Steigerung
des TGF-beta1 Signals führen.
Diese Überlegungen lassen den Schluss zu, dass die Höhe der zirkulierenden TGF-beta1 Kon-
zentration durch genetische Änderungen beeinflusst werden könnte [67]. Demgegenüber steht
jedoch die Tatsache, dass bei einer Lebererkrankung die TGF-beta1 Konzentration in einem
hohen Maße durch die Ausprägung der hepatischen Insuffizienz bedingt ist. Denn beim Vor-
liegen einer Leberzirrhose entspricht die Zunahme der Konzentration im Plasma dem Grad
der hepatischen Insuffizienz [173]. Ebenfalls führt eine Leberteilresektion zu einer 80 %ig
langsameren Eliminierung dieses Zytokins [70].
Bei den gemessenen Konzentrationen der Hyaluronsäure und dem Aminoterminalen-
Prokollagen-III-Peptid (P-III-NP) zeigte sich, dass die Gruppen der chirurgischen Patienten
(CHI total) und der Fibrosepatienten (INN) signifikant höhere Werte aufwiesen als die gesun-
den Blutspender (BB) (Hyaluronsäure: BB: Median = 20,0 µg/l; INN: Median = 42,0 µg/l;
CHI total: Median = 52,5 µg/l // P-III-NP: BB: Median = 601,5 U/l; CHI total: Median =
868,6 U/l; INN: Median = 962,0 U/l). Die erhöhten Werte sind wohl durch eine gesteigerte
Produktion von Bindegewebe, sei es durch die Fibrosierung der Leber oder durch z.B.
Narbengewebe im Gebiet der Operation, bedingt. Desweiteren können die erhöhten Konzen-
trationen, wie auch die TGF-beta1 Konzentration, durch eine hepatische Insuffizienz verur-
sacht worden sein. Denn P-III-NP und Hyaluronsäure werden durch rezeptorvermittelte
Endozytose der Sinusendothelien aufgenommen und abgebaut, was bei einer verminderten
Endothelzell- und Organfunktion im geringeren Ausmaß der Fall ist [160; 174].
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Zwischen den drei Parametern der Fibrose (Hyaluronsäure, P-III-NP, TGF-beta1) besteht
keine Korrelation. In der Literatur ist ein positiver Zusammenhang zwischen der P-III-NP
Serumkonzentration und der TGF-beta1 mRNA-Expression im Lebergewebe aufgezeigt [27].
In dieser Arbeit wurden totale TGF-beta1 Konzentrationen gemessen, die nicht für die
biochemischen Funktionen verantwortlich und demzufolge nicht repräsentativ für die lokale
Synthese im nekroinflammatorischem Lebergewebe sind.
In den letzten Jahren erwiesen sich genetische Polymorphismen von pro- und antiinflam-
matorischen Zytokinen und Chemokinen als mögliche Basis für eine variable Fibrose-
ausbildung [57]. Mit unterschiedlichen Aussagen sind die Zytokine TGF-beta1,
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha), Interleukine (IL-1, IL-6, IL-10) und
Interferon-gamma untersucht worden [105-110]. Polymorphismen können Mechanismen
beeinflussen, die für die Aktivitätssteuerung der Zytokine wichtig sind. Dies kann sowohl die
Expressionen des Zytokins als auch die Freisetzung aus Proteinbindungen von Transport-
molekülen betreffen. Zum Beispiel kann durch eine veränderte Aminosäurensequenz des
Peptids die Bindungsaffinität an verschiedenen Rezeptoren geändert werden und die Signal-
transduktion betroffen sein.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass diese unterschiedlichen Aussagen, und die Tatsache,
dass diese Arbeit den Genotyp 25ArgPro, die Arbeit von Powell et al. [138] den Genotyp
25ArgArg für eine schnelle Fibroseentwicklung verantwortlich macht, und die Patienten mit
einer schnellen Fibroseprogression niedrigere TGF-beta1 Plasmakonzentrationen aufweisen,
als jene mit einer langsameren Progression, die Komplexität des Prozesses einer sich ent-
wickelnden Leberfibrose darlegt. Wie beschrieben, ist auch der Einfluss des Alters und des
Geschlechtes im Vergleich  zur Arbeit von Poynard et al. [151] unterschiedlich bewertet
worden.
Weitere Studien sind sicherlich nötig, um andere Zytokine und Polymorphismen sowie deren
Zusammenspiel und molekularen Veränderungen zu untersuchen.
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6 Zusammenfassung
Das Ziel dieser Studie war die Darstellung eines möglichen Zusammenhangs von vier Poly-
morphismen des Transforming Growth Factor-beta1 (TGF-beta1) Gens, -800G>A, -509C>T,
Leu10Pro (CTG>CCG), Arg25Pro (CGG>CCG), der Progressionsrate, der histologischen
Ausprägung (Staging) und Aktivität (Grading) bei an Leberfibrose leidenden Patienten.
Drei Gruppen, 48 Patienten mit Leberfibrose, davon 26 mit bekannter Hepatitis-C Virus
(HCV) Infektionsdauer, 47 Patienten mit nicht fibrosierenden Erkrankungen und 50 gesunde
Blutspender, wurden auf TGF-beta1 Polymorphismen mittels Amplification Refractory
Mutation System (ARMS)-PCR und Sequenzierungsanalysen untersucht. Ferner wurden die
Konzentrationen von totalem TGF-beta1 im Plasma, Hyaluronan, Aminoterminalem-
Prokollagen-III-Peptid (P-III-NP) und die Aktivitäten der Transaminasen gemessen.
Das hauptsächliche Ergebnis diese Studie ist eine Assoziation des Polymorphismus 25ArgPro
in der Signalsequenz des TGF-beta1 Gens mit einer schnellen Fibroseprogression von
0,23 Einheiten/Jahr bei HCV infizierten Patienten. Die mediane Fibrosezunahme der
Personen mit dem Polymorphismus 25ArgArg war mit 0,08 Einheiten/Jahr signifikant
niedriger (p = 0,0318).
Die Bedeutung des 25ArgPro Allels zeigt sich auch in der Häufigkeit des Auftretens. In der
Gruppe der Patienten mit Leberfibrose kam dieser Genotyp signifikant häufiger im Vergleich
zum Kontrollkollektiv vor (20,8 % vs. 7,2 %; p = 0,0359).
Desweiteren zeigen die Genotypen im Codon 10 mit mindestens einem Pro Allel (10LeuPro,
10ProPro) eine schnellere Fibroseprogression als 10LeuLeu.
Die Polymorphismen der Promotorregion, -800G>A und -509C>T, haben keine Unterschiede
in der Progression, im Staging und im Grading, was an der Lage in der nicht transkribierten
Promotorregion des TGF-beta1 Gens liegen könnte.
Bezüglich der TGF-beta1 Plasmakonzentrationen weisen die Fibrosepatienten mit dem
Genotyp 25ArgArg höhere Konzentrationen (Median = 21,3 µg/l) auf als jene mit 25ArgPro
(Median = 13,8 µg/l). Auch haben die Patienten mit Fibrose signifikant höhere Konzen-
trationen als die gesunden Blutspender (INN: Median = 20,4 µg/l; BB: Median = 12,4 µg/l;
p = 0,0209).
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8 Abkürzungsverzeichnis
5´-UTR 5´-Untranslatierte Region
AK Antikörper
Arg Arginin
ARMS Amplification Refractory Mutation System
bp Basenpaare
cDNA Copy DNA
ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphat
DNA (DNS) Desoxyribonucleidacid (Desoxyribonukleinsäure)
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
dsDNA Doppelstrang DNS
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGF Epidermal Growth Factor
ELISA Enzyme linked Immuno Sorbent Assay
HAV Hepatitis-A Virus
HBV Hepatitis-B Virus
HCV Hepatitis-C Virus
HE-Färbung Hämatoxylin-Eosin Färbung
HSC Hepatic Stellate Cell (Hepatische-Sternzelle)
IGF Insulin-like-Growth-Factor
IL Interleukin
Ile Isoleucin
IQA Interquartilabstand, Q25 %-Q75 %
Leu Leucin
MFB Myofibroblast
MOPS Morpholinopropansulfonsäure
PAI-1 Plasminogen Activator Inhibitor Type-1
PBS Phosphate Buffered Saline
PCR Polymerase Chain Reaction
PDGF Platelet Derived Growth Factor
Pro Prolin
P-III-NP Aminoterminales-Prokollagen-III-Peptid
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Q25/75% 25/75 % Quantil
SGF Sarcoma Growth Factor
SSCP Single Stranded Conformational Polymorphisms
ssDNA Einzelstrang DNS
TGF-beta1, 2, 3 Transforming Growth Factor-beta1, 2, 3
Thr Threonin
TIMP Tissue Inhibitor of Metalloproteinases
TNF-alpha Tumornekrosefaktor-alpha
TRIS Tris (hydroxymethyl) aminomethan
TSR Template Suppression Reagent
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